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Resumo 
A angiotensina II (AngII) é um potente agente do sistema renina-angiotensina 
participando da regulação da pressão arterial e na homeostase hidromineral. Seu 
efeitos fisiológicos são mediados pelos receptores tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2) que 
possuem respostas contrárias nas suas vias de sinalização. Alguns modelos de 
interação agonista-receptor vêm sendo propostos onde é possível destacar alguns 
resíduos importantes para interação do agonista ao receptor como Asp1, Arg2 e Tyr4 
além das extremidades N e C-terminais. Numa etapa inicial foi proposta para avaliar 
a possiblidade da substituição do método de estudo de ligação tradicional baseado 
em uso de radioligantes por um não radioativo (fluoróforo). Foi então utilizado o 
lantanídeo Európio (Eu3+) como marcador do ligante nos ensaios de competição pelo 
sítio de ligação comparando ao uso do 3H. Depois disso, o projeto foi dividido em 
duas etapas, sendo a primeira, uma abordagem pratica, onde diferentes ligantes 
foram testados e as afinidades de ligação de cada um comparada com aquelas dos 
receptores AT1 e AT2. Posteriormente foram obtidas 3 mutações sítio dirigidas no 
receptor AT2 onde a primeira causou o rompimento da segunda ponte SS (C35S), a 
segunda a substituição das Asn127 por Gly no meio da hélice III (N127G) e a terceira 
a substituição da Asp297 por Ala (D297A). Além disso foi proposto um método teórico 
de estudo usando modelagem molecular dos receptores AT1 e AT2 por homologia ao 
CXCR4. Os testes de ligação usando os dois métodos propostos mostraram 
resultados equivalentes, razão pela qual se adotou o método fluorimétrico para o 
prosseguimento dos experimentos. É interessante destacar que a substituição da 
Tyr4 por Ile provocou uma queda de afinidade de cerca de 100 vezes enquanto o uso 
da Phe na mesma posição quase não afetou a afinidade do ligante ao receptor AT1. 
Por outro lado o mesmo experimento conduzido com o receptor AT2 mostrou não 
haver diferença significativa. Esses resultados estão de acordo com os da literatura, 
uma vez que o resíduo Asn111 do AT1 parece funcionar como botão que controla as 
mudanças do estado não ativado para um estado propício à ativação que é um 
estado essencial para a correta acomodação do ligante no receptor. Entretanto o 
receptor AT2 parece já estar nesse estado independentemente da presença desse 
resíduo. Além disso, o receptor AT2 possui um sitio de interação mais flexível do que 
o do AT1 que parece ser mais crítico as mudanças no ligante. Na análise mutacional 
abordada,  tanto o mutante C35S quanto o N127G não apresentaram mudanças 
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significativas no perfil de resposta aos ligantes estudados. Por outro lado o receptor 
AT2 carregando a mutação D297A sofreu uma queda drástica na capacidade de 
ligação com todos os análogos testados, indicando assim que esse resíduo é crucial 
para a interação com o segmento N-terminal da AngII. Os resultados de dinâmica 
corroboram com os dados experimentais reforçando a melhor acomodação da 
molécula de AngII ao receptor AT2 quando comparada ao receptor AT1. 
 
Palavras-chave: receptor tipo 1 de Angiotensina, receptor tipo 2 de Angiotensina, 
mutagênese, Angiotensina II.  
 
 
 
 
 
 1 INTRODUÇÃO 
A angiotensina II (AngII – Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) é um potente 
peptídeo que possui função reguladora da pressão arterial sangüínea e do equilíbrio 
eletrolítico, agindo via sistema renina-angiotensina mediado por receptores AT1 e 
AT2 (Tigerstedt e Bergman 1898, Peach 1977). 
 Esse peptídeo atua em diversas respostas fisiológicas endógenas em 
sistemas como cardiovascular, endócrino e neuronal, participa na homeostase 
hidromineral, na produção de aldosterona e na regulação da função renal (Peach e 
Dostal 1990, Catt e cols., 1993). A AngII participa ainda na modulação da contração 
da musculatura lisa vascular (Khairallah e cols., 1966, Alexander e cols., 1985, 
Somlyo e cols., 1985, Hwang e van Breemen 1987) e não vascular (Paiva e Paiva 
1960, Godfraind e cols., 1966, Hawcock e Barnes 1993). Exerce também ações no 
sistema nervoso central (Phillips 1987), na síntese de proteínas na musculatura lisa 
vascular (Griendling e cols., 1994), na mitogênese e na proliferação celular (Weber e 
cols., 1994). 
Os receptores da AngII pertencem à superfamília de receptores acoplados à 
proteína G (GPCR), possuindo em sua estrutura sete hélices transmembranais 
(7TM) e na região N-terminal extracelular, sítios de glicosilação (para revisão, 
(Oliveira e cols., 2007). A proteína G que se encontra acoplada ao receptor constitui 
uma via de transdução do sinal para o meio intracelular (Oliveira e cols., 1994). 
Devido ao grande interesse no estudo do receptor AT1 da AngII, foi realizada 
a clonagem desse receptor em diferentes espécies como: murino (Murphy e cols., 
1991), humano (Furuta e cols., 1992, Takayanagi e cols., 1992), bovino (Sasaki e 
cols., 1991) de camundongo (Sasamura e cols., 1992) e canino (Burns e cols., 1994) 
sendo já demonstrado que esses receptores de diferentes espécies possuem 
propriedades de ligação essencialmente idênticas (Chiu e cols., 1993). A 
caracterização desses receptores clonados revelou um polipeptídios de 359 
aminoácidos (Furuta e cols., 1992, Kakar e cols., 1992, Sasamura e cols., 1992, 
Burns e cols., 1994). 
A partir da clonagem do receptor AT1 de rato (Murphy e cols., 1991), 
desenvolveram-se estudos com a finalidade da caracterização das respostas 
funcionais do receptor, e juntamente com a proposição de mutações sítio-dirigidas 
de grupos funcionais no receptor, foi possível identificar algumas regiões 
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importantes na interação receptor-agonista como sítios de ligação, ativação, 
acoplamento da proteína G e a internalização do complexo formado pelo receptor 
com seu agonista (Hjorth e cols., 1994, Hunyady e cols., 1994, Feng e cols., 1995, 
Groblewski e cols., 1995, Noda e cols., 1995, Noda e cols., 1995, Yamano e cols., 
1995, Monnot e cols., 1996, Groblewski e cols., 1997, Inoue e cols., 1997, Perlman e 
cols., 1997). 
Os receptores AT1 e AT2, possui elementos estruturais conservados entre si 
como uma inserção de 8 aminoácidos na alça extracelular 3 (EC-3), uma segunda 
ponte SS entre a região N-terminal e a EC-3 e o hairpin na EC-2 (Oliveira e cols., 
2007), elementos esses que são ausentes em estruturas molde usualmente 
utilizadas para modelagem molecular desses receptores, porém foi publicado os 
dados referente a estrutura do receptor CXCR4 da quimiocina (Wu e cols., 2010), 
receptor esse que possui os mesmos elementos estruturais dos receptores AT1 e 
AT2 o que possibilita então um melhor molde para modelagem desses GPCR’s. 
 A partir do conhecimento que sequências de aminoácidos semelhantes geram 
estruturas semelhantes, é de interesse verificar através de dinâmica molecular as 
interações agonista-receptor em modelos dos receptores AT1 e AT2, construídos por 
homologia à estrutura do receptor CXCR4 da quimiocina. 
 Além disso, como já foi demonstrada a participação do resíduo Asp281  
do receptor AT1 na ligação com a Arg2 da AngII, foi de interesse verificar se o 
resíduo homólogo ao Asp citado no receptor AT2, Asp297 desempenharia semelhante 
função no receptor AT2.  Além disso foi investigada a participação da Asn127 do AT2, 
homóloga à Asn111 do AT1 na ativação constitutiva do receptor. Propôs-se  também 
verificar a importância da segunda ponte SS no receptor AT2, pois quando esta 
ponte foi quebrada no receptor AT1 causou uma ativação constitutiva do receptor 
mesmo na ausência do agonista (Correa e cols., 2006, Martin e cols., 2009, Martin e 
cols., 2010). 
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1.1 Objetivos 
1.1.1 Objetivo Geral 
Estudar os sítios de ligação dos receptores AT1 e AT2 da angiotensina II 
empregando um modelo teórico de estudos baseados em modelagem por homologia 
e um modelo experimental baseado em mutações sítio-dirigidas. 
1.1.2 Objetivos Específicos 
Verificar a validade da utilização da estrutura do receptor CXCR4 de 
Quimiocina como molde para a modelagem de outros receptores ligados à proteína 
G como os receptores AT1 e AT2 da AngII empregando-se nesse estudo um modelo 
in silico, através de modelos criados a partir de modelagem por homologia ao 
receptor CXCR4 já resolvido por cristalografia. 
Avaliar a participação do resíduo Asp297 conservado no receptor AT2  como no 
AT1 (Asp281) em relação a sua interação com a Arg2 da AngII. Esse estudo foi 
efetuado empregando-se a AngII e a [Sar1]-AngII, e análogos com substituição no 
segundo aminoácido [Sar1Lys2]-AngII e [Sar1Ala2]-AngII. 
Estudar a importância da Asn127 na interação com a Tyr4 da AngII no processo 
de ativação constitutiva do receptor AT2 através do mutante N127G, testando-se os 
análogos com substituição no quarto aminoácido [Sar1Phe4]-AngII e [Sar1Ile4]-AngII 
em comparação ao efeito observado com a AngII e [Sar1]-AngII. 
Verificar se a quebra da segunda ponte SS com a mutação C35S produz 
efeitos semelhantes no receptor AT2 daqueles observados anteriormente no receptor 
AT1 (Correa e cols., 2006) (Martin e cols., 2009) (Martin e cols., 2010). 
Testar os análogos da AngII com a substituição da Phe8 ([Sar1Ile8]-AngII) e 
Ile8 ([Sar1Ala8]-AngII) em estudo de ligação com os mutantes do  receptor AT2, bem 
como do receptor AT1 para efetuar a comparação com os dados dos receptores AT2 
selvagem e mutantes. 
Propor um método de estudo de ligação sem utilizar radioligante empregando-
se uma técnica alternativa com o uso de marcador fluorescente.  
  
4 
2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1 Sistema renina-angiotensina 
O sistema renina-angiotensina se inicia com a secreção da renina pelas 
células justaglomerulares do rim, em resposta à queda da pressão arterial 
sangüínea. Essa enzima hidrolisa o angiotensinogênio produzido constantemente no 
fígado, cujo produto é o decapeptídeo angiotensina I (AngI), que por sua vez é 
hidrolisada pela enzima conversora da angiotensina (ECA), produzida 
principalmente no endotélio dos vasos sanguíneos, formando assim a forma ativa do 
octapeptídeo AngII (Figura 1). 
 
 
 
 
Figura 1. Sistema Renina-Angiotensina. A figura mostra as vias de degradação 
dos precursores e a formação da angiotensina II (AngII) (Silverthorn 2002). 
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2.2. Angiotensina II 
A AngII é um peptídeo que possui características regulatórias de diversas 
respostas fisiológicas endógenas em sistemas como: cardiovascular, endócrino e 
neuronal, participa na homeostase hidromineral, na produção de aldosterona e na 
regulação da função renal (Peach e Dostal 1990, Catt e cols., 1993, Timmermans e 
cols., 1993). A AngII atua ainda na modulação da contração da musculatura lisa 
vascular (Khairallah e cols., 1966, Alexander e cols., 1985, Somlyo e cols., 1985, 
Hwang e van Breemen 1987) e não vascular (Paiva e Paiva 1960, Godfraind e cols., 
1966, Hawcock e Barnes 1993). Ela está envolvida também no sistema nervoso 
central (Phillips 1987), na síntese de proteínas na musculatura lisa vascular 
(Griendling e cols., 1994), na mitogênese e na proliferação celular (Weber e cols., 
1994). 
A importante participação da AngII na gênese da hipertensão e em outras 
doenças cardiovasculares tem levado a numerosos estudos com a inibição 
farmacológica de sua formação e de sua ação, sendo um dos alvos principais para a 
produção de fármacos anti-hipertensivas incluindo inibidores da síntese de 
angiotensina, tais como inibidores da renina, ou da ECA-I, bem como, inibidores da 
atividade agonística da AngII e ainda na síntese de antagonistas específicos dos 
seus receptores. O estudo de antagonistas não-peptídicos de receptores da AngII 
como uma nova classe de agentes farmacológicos e terapêuticos tem contribuído 
para definir a heterogeneidade dos receptores bem como os papéis fisiológicos e 
fisiopatológicos da AngII (para revisão, ver (de Gasparo e cols., 2000). 
2.3 Receptores da angiotensina II 
As respostas induzidas pela AngII são mediadas pelos receptores do tipo 1 
(AT1) e tipo 2 (AT2) encontrados na superfície celular, sendo ambos já clonados 
(Murphy e cols., 1991, Sasaki e cols., 1991, Kambayashi e cols., 1993, Mukoyama e 
cols., 1993). A maioria dos efeitos fisiológicos atribuídos a AngII é mediada pelo 
receptor AT1 enquanto o AT2 foi demonstrado exercer efeito anti-proliferativo em 
células do músculo liso vascular e em células endoteliais. Além disso, parece mediar 
apoptose, desenvolvimento embrionário, diferenciação e organogênese, sendo a 
maioria das respostas contrárias à do AT1 (para revisão, ver (Miura e Karnik 1999).  
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Os dois subtipos de receptores são glicoproteínas integrais de membrana que 
possuem sete segmentos transmembranares α-helicoidais (7-TM), um segmento N-
terminal extracelular, três alças extracelulares (EC 1-3), três alças intracelulares (IC 
1-3) e um segmento C-terminal intracelular. Ambos os receptores fazem parte da 
superfamília de receptores acoplados a proteína G (GPCR), onde a mesma constitui 
uma via de transdução do sinal para o meio intracelular (Oliveira e cols., 2007).  
A ligação de agonistas a GPCRs, paralelamente ao disparo das respostas 
celulares, comumente também origina eventos regulatórios destinados a suprimir a 
continuidade dessas respostas. Essa supressão ativada pelo agonista (“down 
regulation”) se manifesta em diferentes níveis na cadeia de eventos que levam à 
resposta celular, desde alterações do complexo ligante-receptor até a supressão da 
transcrição do gene do receptor. Em geral, denomina-se dessensibilização o rápido 
desacoplamento do complexo ligante-receptor na membrana celular, enquanto a 
endocitose ou internalização é um processo de remoção do receptor previamente 
transportado para dentro da célula (para revisão, ver (Thomas 1999).  
2.3.1 Receptor AT1 
Devido ao grande interesse no estudo do receptor AT1 da AngII, receptores de 
diferentes animais e diferentes tecidos já foram clonados, onde a caracterização 
desses receptores revelou um polipeptídeo de 359 aminoácidos (Murphy e cols., 
1991, Takayanagi e cols., 1992, Chiu e cols., 1993) (Sasaki e cols., 1991, Furuta e 
cols., 1992, Kakar e cols., 1992, Sasamura e cols., 1992, Burns e cols., 1994).  
Uma das principais vias de transdução de sinal, em resposta à ativação do 
receptor pela molécula de AngII, é a ativação da fosfolipase C (PLC), que gera como 
produto da degradação do fosfolipídio, o fosfatidilinositol-4-5-difosfato (PIP2), o 
trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) (Smith e cols., 1984, Alexander e 
cols., 1985, Griendling e cols., 1985, Kanashiro e cols., 1985, Griendling e cols., 
1986, Berk e cols., 1987, Pfeilschifter 1988, Griendling e cols., 1989). O IP3 liberado 
para o citosol estimula a abertura do canal de Ca2+ sensível ao IP3, no retículo 
endoplasmático (RE), onde o Ca2+ está armazenado. Já o DAG, retido na membrana 
plasmática, juntamente com a fosfatidilserina e o Ca2+ ativa a proteína quinase C 
(PKC), a qual fosforila outros substratos (Figura 2) (Kojima e cols., 1984, Kojima e 
cols., 1985, Hescheler e cols., 1988).  
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Figura 2. Transdução de sinal do receptor AT1 pela ação da angiotensina II. 
GPCR, receptor acoplado a proteína G; GTP, Guanosina trifosfato; PI(4,5)P2, 
fosfatidilinositol-4-5-bisfosfato; IP3, trisfosfato de inositol  (Alberts e cols., 2008).  
 
A ação da AngII sobre o receptor AT1 modula ainda a produção de AMP 
cíclico (AMPc) em diferentes tecidos, pela ativação da proteína Gi do sistema 
adenilato ciclase (AC) em músculos lisos (Jard e cols., 1981, Anand-Srivastava 
1983, Marie e Jard 1983, Wolf e cols., 1991), sarcolema do miocárdio (Anand-
Srivastava e Dhalla 1987), córtex adrenal, células mesangiais, células renais do 
epitélio tubular proximal e em hepatócitos (Anand-Srivastava 1983, Kubalak e Webb 
1993) ativa a cascata da proteína quinase ativadora de mitógeno (MAPK), promove 
a fosforilação de tirosina quinase citoplasmática (Schorb e cols., 1994, Griendling e 
cols., 1997) e ativa canais de Ca2+ dependentes de voltagem e sensíveis a 
dihidropiridinas. Outros trabalhos demonstram ainda o estímulo pela AngII do 
sistema AC em células glomerulosas adrenais, cultura de fibroblastos fetais e células 
do músculo liso vascular (Rainey e cols., 1991, Sadoshima e Izumo 1993). 
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2.3.2 Propriedades de ligação do receptor AT1 
  Estudos da interação da AngII com o receptor AT1 tem sido realizados através 
da substituição de seus aminoácidos para identificar os resíduos responsáveis pela 
alta afinidade de ligação com o receptor AT1 (Khosla e cols., 1974, Bumpus e Khosla 
1977). Assim sendo, determinou-se a importância da carboxila C-terminal e o anel 
imidazólico da His6 da AngII na ligação com o receptor (Khairallah e cols., 1970, 
Khosla e cols., 1974, Yamano e cols., 1995), sendo que para a atividade do agonista 
são fundamentais a cadeia lateral aromática da Phe8 e a hidroxila fenólica da Tyr4 
(Noda e cols., 1995, Noda e cols., 1995, Noda e cols., 1996). Já na extremidade N-
terminal demonstrou-se que a Asp1 e Arg2 são importantes no processo taquifilático, 
além da hidroxila fenólica da Tyr4 (Figura 3) (Khairallah e cols., 1966, Paiva e cols., 
1974, Regoli e cols., 1974, Stewart 1974, Miasiro e cols., 1983) (Oshiro e cols., 
1984, Shimuta e cols., 1989).  
 
Figura 3. Molécula de AngII e seus principais grupos funcionais. Grupos 
responsáveis pela atividade agonística (em azul), pela ligação ao receptor (em 
vermelho) e resíduos cujas cadeias laterais parecem ter papel estérico (verde) 
(Samanen e Regoli 1994). 
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A partir da clonagem do receptor AT1 de rato, desenvolveu-se estudos com a 
finalidade de caracterização das respostas funcionais do receptor, e juntamente com 
a proposição de mutações sítio-dirigidas de grupos funcionais no receptor, foi 
possível identificar algumas regiões importantes na interação receptor-agonista 
como sítios de ligação, ativação, acoplamento da proteína G e a internalização do 
complexo formado pelo receptor com seu agonista (Hjorth e cols., 1994, Hunyady e 
cols., 1994, Feng e cols., 1995, Groblewski e cols., 1995, Noda e cols., 1995, Noda e 
cols., 1995, Yamano e cols., 1995, Monnot e cols., 1996, Inoue e cols., 1997, 
Perlman e cols., 1997). 
Dentre essas interações receptor-agonista, foi proposto um sítio de interação 
entre o guanido-grupo da Lys199 localizada na hélice V (TM-V) do receptor com a 
carboxila da Phe8 da AngII, por fornecer um sítio positivo importante para a ligação 
da porção C-terminal negativa da AngII (Yamano e cols., 1992, Noda e cols., 1995). 
Foi definido ainda um outro sítio de interação receptor-agonista, entre o 
Asp281, localizado na porção final da alça EC-3 e início da hélice VII (TM-VII) do 
receptor, com o guanido-grupo da Arg2 próxima à porção N-terminal da molécula de 
AngII (Feng e cols., 1995, Santos e cols., 2004). 
Algumas mutações propostas em sítios no domínio próximo à região N-
terminal do receptor, como os resíduos His24, Tyr26 e Ile27, bem como, mutações nos 
resíduos Tyr92 e Thr88, localizados na região transitória entre a hélice II (TM-II) e a 
alça extracelular 2 (EC -2) identificaram essa região como um sítio modulatório no 
domínio extracelular do receptor, devido a necessidade de mutações simultâneas de 
pelo menos três desses resíduos para haver uma diminuição drástica na ligação 
(Hjorth e cols., 1994, Feng e cols., 1995, Costa-Neto e cols., 2000). 
Em alguns estudos voltados à ativação do receptor, foi proposta uma 
importante interação entre a His256 localizada na hélice VI (TM-VI) do receptor com o 
anel aromático da Phe8 da porção C-terminal da AngII (Bihoreau e cols., 1993, Marie 
e cols., 1994, Noda e cols., 1995, Monnot e cols., 1996, Han e cols., 1998). Além 
disso, recente trabalho mostrou que a Leu265 da TM-VI quando substituída por Asp 
produziu um mutante com alteração preferencial na via de sinalização (Correa e 
cols., 2002). Corroborando esse dado, (Pignatari e cols., 2006) reportaram que 
vários novos mutantes resultantes da substituição dos aminoácidos na TM-VI não 
foram expressos na membrana plasmática, sendo retidos no retículo endoplasmático 
por falta de maturação. Ainda sobre a ativação do receptor, algumas mutações 
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propostas nos resíduos Val254 e Phe259 localizadas na TM-VI do receptor, causaram 
o impedimento da transdução de sinal, mostrando assim uma possível interação 
entre a Phe259 do receptor com a Phe8 da AngII (Han e cols., 1998). 
Todas as interações destacadas acima podem ser melhor observadas no 
modelo de interação receptor-agonista apresentado na Figura 4. 
 
Figura 4. Modelo de estrutura secundária do receptor AT1 de rato e a AngII. As 
principais interações são destacadas através de uma linha pontilhada ligando cada 
resíduo do peptídeo com seu respectivo resíduo no receptor. Adaptado de (Miura e 
Karnik 1999). 
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No que se refere à ligação da AngII à porção N-terminal e à alça EC-3 do 
receptor, sabe-se que a mesma ocorre em dois estágios, onde no primeiro (Figura 
5), as cadeias laterais dos resíduos Asp1 e Arg2 da molécula de AngII devem estar 
interpostas como um calço entre os resíduos Arg23 da região N-terminal e Asp281 da 
alça EC-3 do receptor. Imediatamente, essa interação levaria à abertura do espaço 
extracelular, com o afastamento da região N-terminal do receptor, contendo vários 
resíduos de aminoácidos positivamente carregados, entre os quais, a Arg23. Nessa 
etapa se observa a interação da Arg2 da AngII com Asp278 e Asp281 do domínio 
compreendido entre a alça EC-3 e o inicio da hélice VII do receptor. Esse processo 
de separação é altamente dependente do nível de protonação do amino grupo N-
terminal da AngII contribuindo para a ocorrência do segundo estágio, facilitando 
assim o desligamento da Asp1 da AngII, que anteriormente interagia com a porção 
N-terminal do receptor. Isso deve ser uma sequência natural no processo de 
ativação do receptor iniciada em um nível intramembranar através da expansão do 
feixe de hélices do receptor, mas pode, além disso, ser a causa para o 
estabelecimento de um evento subsequente denominado taquifilaxia. Quando o 
receptor é estimulado com o análogo [Sar1]-AngII a interação parece ocorrer 
diretamente na região da alça EC-3 e hélice VII (Santos e cols., 2004) sem a 
primeira etapa da interação, como ocorre com a AngII como agonista.  
Os receptores AT1 e AT2 da AngII bem como os receptores de cininas B1 e B2, 
dos receptores purinérgicos, da endotelina, da interleucina, da quimoquina, da Cys-
leucotrieno e de alguns outros, apresentam uma inserção de 5 a 8 resíduos 
localizados no meio da alça EC-3 incluindo um resíduo Cys conservado, sendo na 
posição 274 para o receptor AT1, que faz uma segunda ponte S-S com Cys 
conservado na região N-terminal (Cys18 para o receptor AT1) além da primeira ponte 
comum a todos os GPCRs (Cys101 e Cys180 para o receptor AT1). Tal ponte (Cys18-
Cys274) parece desempenhar um papel fundamental na estabilização da estrutura 
contraída do receptor quando o mesmo encontra-se em estado de repouso, e tal 
interação pode ser vista no topo da Figura 6 em laranja, unindo a região N-terminal 
com a alça EC-3 (Correa e cols., 2006).  
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Figura 5. Dois estágios (1 e 2) na ligação da AngII e o domínio extracelular do 
receptor AT1. Na ligação da angiotensina II (AngII) o receptor atinge o estágio 1, 
quando a Arg23 N-terminal e o resíduo Asp281 da Alça EC-3 entram em contato com 
o D1 e R2 do peptídeo, respectivamente. Em seguida (estágio 2), o domínio N-
terminal do receptor é dissociado do D1 do peptídeo, o qual deixa o contato do grupo 
NH3+ da porção N-terminal do peptídeo Para o caso do [Sar1]-AngII a interação é 
direta entre R2 com o Asp281 da alça EC-3. Na figura é usado o código de uma letra 
para os aminoácidos da molécula de AngII e código de três letras para os do 
receptor. Adaptado de (Oliveira e cols., 2007). 
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Figura 6. Modelo estrutural do receptor AT1 em sua forma livre (fechada) 
baseado na estrutura da rodopsina. Os resíduos próximos ao domino extracelular 
(parte superior à direita) e fazendo pontes nas terminações intracelulares (inferior) 
estão mostradas em laranja. A alça EC-2 é mostrada em vermelho. A ponte salina 
entre a Glu176 da alça EC-2 e a His256 da Hélice VI é mostrada em verde (Oliveira e 
cols., 2007).  
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2.3.3 Receptor AT2 
 
Quanto ao receptor AT2, já está descrito na literatura, o seu papel em 
processos biológicos como; relaxamento vascular, antiproliferação, diferenciação 
celular e apoptose. Além disso, é atribuído a esse receptor uma contribuição na 
remodelação tecidual, desenvolvimento embrionário, diferenciação e organogênese, 
ativação de canais transientes de cálcio e de fosfotirosina fosfatase (para revisão ver 
(Miura e Karnik 1999). A estimulação do receptor AT2 parece também aumentar os 
níveis de GMPc através de um mecanismo dependente de cininas formando uma 
cascata vasodilatadora BK-NO-GMPc, onde há um aumento dos níveis de BK, que 
por sua vez, aumenta os níveis de NO, um gás com efeito vasodilatador que através 
da ativação da guanilato ciclase implica na produção de GMPc (Gohlke e cols., 
1998). Além disso, pode haver a ativação de fosfolipase A2 que produz o ácido 
aracdônico, que é metabolizado especialmente em prostaglandinas relaxantes E2 e 
I2 (para revisão ver (Carey e cols., 2000), (Figura 7). Os níveis de expressão do 
receptor AT2 variam, sendo mais largamente expresso durante a fase fetal, tendo 
uma abrupta diminuição após o nascimento. Entretanto em alguns tecidos essa 
expressão permanece mesmo após o nascimento como em tecidos adrenal e 
cardíaco (para revisão, (de Gasparo e cols., 2000).  
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Figura 7. Efeito do AT1 e AT2 na regulação da pressão arterial e função renal. O 
painel A mostra descrição esquemática da regulação da pressão arterial e da função 
renal através dos receptores AT1 e AT2 e o painel B mostra a via de sinalização da 
regulação da pressão arterial exercida pelos receptores AT1 e AT2 da AngI (Carey e 
cols., 2000). 
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2.3.4 Propriedade de ligação do receptor AT2 
 
Sobre o receptor AT2, pode-se tomar como ponto de partida, um alinhamento 
entre os receptores AT1 e AT2 baseado no GPCRDB, que serve como suporte para 
entender os principais resíduos de interação entre receptor e agonista e a partir 
dessas informações buscar as especificidades de cada tipo (Figura 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Sequência dos receptores AT1 e AT2. O alinhamento das sequências foi 
realizado utilizando o sistema de numeração geral do GPCRDB, a numeração que 
aparece de forma não sequencial, representa a numeração atribuída no sistema do 
GPCRDB. 
 
A partir desse alinhamento, destacam-se os residuos Ala294 e Asp297 do 
receptor AT2 tendo como equivalentes no receptor AT1, o Asp278 e Asp281, 
respectivamente, que devem interagir com o amino grupo e  guanido grupo da Arg2 
da região N-terminal da AngII. Já foi descrito por (Knowle e cols., 2001) que a 
inversão da carga do resíduo Asp297 pela do resíduo Lys, no mutante D297K, causou 
uma perda significativa na afinidade de ligação com a AngII, e que tal perda foi 
                1         2         3         4         
                    123456789012345678901234567890123456789012345678 
   AT1 rat          MALNSSAEDGIKRI                                   
   AT2 rat          MKDNFSFAATSRNITSSLPFDNLNATGTNES                  
  
        5         6         7         8         9        10      
                    9012345678901234567890123456789012345678901234567890123 45 
                     100                          130                     208 
   AT1 rat          QDDCPKAGRH SYIFVMIPTLYSIIFVVGIFGNSLVVIVIYFYMKL            
   AT2 rat          AFNCSHKPA  DKHLEAIPVLYYMIFVIGFAVNIVVVSLFCCQKGP            
 
     1         2         3          4          5         6         7 
                    67890123456789012345678901234567 89012 3456789012345678901234567890 
                            220                      270 311                    
   AT1 rat          KTVASVFLLNLALADLCFLLTLPLWAVYTAME YRWPF GNHLCKIASASVSFNLYASVFLLTCLSI 
   AT2 rat          KKVSSIYIFNLAVADLLLLATLPLWATYYSYR YDWLF GPVMCKVFGSFLTLNMFASIFFITCMSV 
 
           8          9        20         1          2         3         
                    123456 78901234567 89012345678901234567890 1234567890123456789012345  
                   340     348                  420            435            470 
   AT1 rat          DRYLAI VHPMKSRLRRT MLVAKVTCIIIWLMAGLASLPAV IHRNVY  FIENTNITVCAFHYESR   
   AT2 rat          DRYQSV IYPFLSQRRN  PWQASYVVPLVWCMACLSSLPTF YFRDVR  TIEYLGVNACIMAFPPE   
                 
           4         5         6         7         8         9        30    
                    678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567 
                                       520                            600                
   AT1 rat           NSTLP IGLGLTKNILGFLFPFLIILTSYTLIWKALKKAYEIQ   KNKPRNDDIFRIIMAIVLFFFF 
   AT2 rat          KYAQWS AGIALMKNILGFIIPLIFIATCYFGIRKHLLKTNSYG   KNRITRDQVLKMAAAVVLAFII 
 
           1         2         3         4         5         6         7   
                   567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123 
                    620                 650  709                  730 734     810 
   AT1 rat         SWVPHQIFTFLDVLIQ LGVIHDCK ISDIVDTAMPITICIAYFNNCLNPLF YG FLGKKFKKYFLQLLK 
   AT2 rat         CWLPFHVLTFLDALTW MGIINSCE VIAVIDLALPFAILLGFTNSCVNPFL YC FVGNRFQQKLRSVFR 
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revertida quando houve a inversão de carga no peptídeo com troca do resíduo Arg2 
por Asp no análogo [Sar1Asp2Ile8]-AngII, sugerindo uma interação entre Asp281 da 
EC-3 do receptor com a Arg1 Na região N-terminal do peptídeo.  
Outra região conservada que pode ser destacada é a Asn127 do receptor AT2 
homóloga à Asn111 do receptor AT1, resíduo que é suposto interagir com a Tyr4 
(Feng e cols., 1998)  
Já foi demonstrada a importância da interação do resíduo His273 da hélice VI 
do receptor AT2 com o resíduo Phe8 da AngII (Turner e cols., 1999), enquanto o 
resíduo His256 do AT1 não apresentou alterações na afinidade (Noda e cols., 1995). 
A Figura 9, mostra o modelo da estrutura secundária do receptor AT2, 
destacando as duas pontes SS importantes na concepção estrutural do receptor. 
 
 
 
Figura 9. Modelo de estrutura secundária do receptor AT2 de rato. Os 
aminoácidos são representados pelo código de uma letra, a linha cheia mostra a 
primeira ponte SS e a linha pontilhada a segunda ponte SS (Feng e cols., 2000). 
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2.4 Homologia estrutural entre os receptores 
 
Vem sendo observado que os resíduos que parecem ser importantes para a 
ligação da AngII também são igualmente importantes na ligação das cininas (BK e 
DBK), sugerindo que os receptores AT1 (Oliveira e cols., 2007) e AT2, (de Gasparo e 
cols., 2000) e B1 (Rodrigues e cols., 2013) apresentam sítios de ligação conservados 
em regiões próximas na estrutura desses receptores com algumas alterações que 
são responsáveis então pela especificidade a cada agonista. 
Conforme já descrito para os receptores da AngII, destacam-se sítios cruciais 
de interação, sendo eles extrapolados para os receptores de cininas como uma 
região carregada negativamente, formada pela região N-terminal, cabeça da hélice 1 
e a alça EC-3, onde pode ocorrer um ponto de ancoragem do lado N-terminal 
positivo da BK e da DBK. Porém para a AngII há uma carga negativa advinda do 
Asp1 na porção N-terminal do peptídeo, que pode interagir com uma carga positiva 
localizada no N-terminal e cabeça da hélice 1 do receptor, formando assim igual 
ponto de ancoragem no lado N-terminal do agonista. Há ainda um sítio importante 
conservado entre os quatro receptores abordados, uma Asn localizada no meio da 
hélice 3 que se destaca como ponto importante de interação do anel aromático dos 
agonistas, Tyr4 da AngII e Phe5 das cininas. Há ainda uma ponto de ancoragem do 
anel aromático Phe8 conservado nos 4 receptores e ainda uma carga positiva 
importante para interação do C-terminal da AngII com os receptores AT1 e AT2 no 
meio da hélice 5 e uma carga positiva localizada no meio da hélice 3 do receptor B1 
servindo como ponto de ancoragem para a DBK. Já no caso do receptor B2, há um 
resíduo a mais no C-terminal do peptídeo e por sua vez, não existe tal ponto de 
ancoragem na mesma região, porém um par de cargas negativas forma um possível 
sítio de interação entre Arg C-terminal do peptídeo com a cabeça na hélice 5 e 6 
(Oliveira e cols., 2007, Rodrigues e cols., 2013) 
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2.5 Receptor CXCR4 da Quimiocina 
 
 Recentemente resultados de cristalografia do receptor de quimiocina CXCR4, 
revelaram que este receptor possuí motivos estruturais semelhantes aos dos 
receptores AT1, AT2, B1 e B2, ETA e ETB como a presença de 2 pontes SS, sendo  a 
primeira entre as alças EC-1 e EC-2 e a segunda entre o N-terminal e alça EC-3. 
Existe ainda uma inserção contendo alguns aminoácidos no alça EC-3 e um hairpin 
na alça EC-2 (Wu e cols., 2010). 
 Através do alinhamento entre esses receptores com o receptor CXCR4 que 
possui a estrutura resolvida, foi possível traçar novos modelos para os receptores 
alvo no nosso estudo.  É assim de interesse utilizar tais modelos para a realização 
de ensaios de dinâmica molecular com o intuito de revelar possíveis pontos de 
ligação agonista-receptor e as diferenças estruturais entre eles que permitirão definir  
a especificidade dos agonistas. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Materiais 
3.1.1 Peptídeos 
 
Os peptídeos análogos da AngII empregados nesse estudo foram adquiridos 
junto à Bachem (Torrence, CA, USA) e na Tabela 1 é mostrada a lista contendo as 
sequências de todos. 
 
Tabela 1. Análogos da AngII empregados neste estudo. 
Análogo 
Posição do aminoácido 
1 2 3 4 5 6 7 8 
AngII Asp Arg Val Tyr Ile His Pro Phe 
[Sar1]-AngII Sar Arg Val Tyr Ile His Pro Phe 
[Sar1Lys2]-AngII Sar Lys Val Tyr Ile His Pro Phe 
[Sar1Ala2]-AngII Sar Ala Val Tyr Ile His Pro Phe 
[Sar1Ile4]-AngII Sar Arg Val Ile Ile His Pro Phe 
[Sar1Phe4]-AngII Sar Arg Val Phe Ile His Pro Phe 
[Sar1Ala4]-AngII Sar Arg Val Ala Ile His Pro Phe 
[Sar1Ile8]-AngII Sar Arg Val Tyr Ile His Pro Ile 
[Sar1Ala8]-AngII Sar Arg Val Tyr Ile His Pro Ala 
Sar - sarcosina 
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3.1.2 Vetores de expressão  
Foram empregados os seguintes vetores de expressão: o plasmídeo p#171 
que contém o receptor AT1 de rato, clonado no vetor de expressão pTEJ-8 
(Johansen e cols., 1990) e o pcDNA3-AT2 que contém o receptor AT2 de 
camundongo clonado (Lazard e cols., 1994) . Para a sua utilização neste tipo de 
trabalho o vetor deve possuir uma origem de replicação para propagação em 
bactéria, genes que confiram resistência a antibióticos em procariotos (ex. 
ampicilina), origem de replicação para eucariotos (ex. SV40 ori), e genes que 
confiram resistência a antibióticos para eucariotos (neomicina). No caso de 
preparação de clones estáveis, é necessária uma forte região promotora que possa 
levar a uma transcrição eficiente do gene de interesse, um sinal para poliadenilação 
do RNA mensageiro, e um “polylinker” para inserção do gene de interesse. O vetor 
usado neste estudo, o pTEJ-8 (Figura 10) é um vetor de expressão com 5726 pb 
contendo uma região “ori” pBR322 e uma de resistência ao antibiótico ampicilina, 
além de uma região “ori” do SV40. A unidade de transcrição usada contém o 
promotor humano constitutivo ubiquitina, e uma região “polylinker” (HindIII, EcoRI, 
BamHI), seguido de um sinal para poliadenilação pelo SV40 (Johansen e cols., 
1990)e o pcDNA3 (Figura 11) é um vetor de expressão com 5446 pb com origem de 
replicação CMV e SV40, além de promotor T7 e resistência de antibiótico para 
procariotos ampicilina e para eucariotos neomicina. 
O plasmídeo contendo o receptor AT2 foi gentilmente cedido pelo prof Dr. 
Claudio Miguel da Costa Neto para o desenvolvimento desse projeto. 
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Figura 10. Representação esquemática do vetor de expressão pTEJ8. O DNA 
que codifica para o receptor AT1 é inserido no “polylinker” entre HindIII e BamHI 
formando o vetor recombinante p#171. 
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Figura 11. Representação esquemática do vetor de expressão pcDNA3. O DNA 
que codifica o receptor AT2 foi inserido no “polylinker” entre BamH I e Xho I, 
formando o vetor recombinante pcDNA3-AT2. 
3.2 Métodos 
3.2.1 Geração dos mutantes 
Foi proposto no projeto a realização das seguintes mutações do receptor AT2 
da AngII: C35S, N127G e D297A, a fim de elucidar as interações agonista-receptor 
entre a AngII e o receptor AT2, além de promover uma comparação com as 
mutações análogas já descritas para o receptor AT1. 
Os primers foram criados com auxilio do programa QuikChange Primer Design 
contido no site: https://www.genomics.agilent.com e baseado no tipo de kit de 
mutação QuikChange Site-Directed Mutagenesis, da Stratagene (La Jolla, CA, EUA).   
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Para cada mutação foram feitos primers complementares sense e anti-sense (5’ 
– 3’), ambos contendo o novo códon desejado, cujas sequências estão descritas na 
Tabela 2, respeitando o tamanho mínimo de 25 e máximo de 40 nucleotídeos, o 
valor de Tm ≥ 78°C, a porcentagem mínima de 40% de bases GC, com terminação 
de uma ou mais bases C ou G. Além disso, em via de regra, os primers desenhados 
para deleção ou inserção de nucleotídeos deveriam estar no meio da sequência, 
entre 10 e 15 nucleotídeos de cada lado. 
O códon escolhido para a mutação foi aquele que apareceu de forma mais 
freqüente na sequência do receptor.  
A sequência desenhada pelo programa QuikChange Primer Design foi 
submetida a análise através do programa DNA calculator, contido no site: 
http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp para verificar a porcentagem de 
GC, formação de estruturas secundárias e de homodímero. 
O DNA plasmidial foi submetido à reação do kit QuikChange Site-Directed 
Mutagenesis, da Stratagene, conforme ilustrado na Figura 12. Para a mutação dos 
nucleotídeos escolhidos foram utilizados os oligonucleotídeos descritos na Tabela 2. 
Na reação de mutação utilizou-se 5 µL da solução de reaction buffer, 10 ng do DNA 
plasmidial, 125 ng dos óligos sense e antisense, 1 µL deoxinucleotídios trifosfatos 
(dATP, dCTP, dITP, dUTP), 1 µL PfuUltra HF DNA polymerase e água Mili-Q para 
um volume final de 50 µL. A reação ocorreu em um termociclador a 95°C por 30seg, 
12-18 ciclos a 95°C por 30 seg, 55°C por 1 min e 68°C por 4 min. Após, o produto da 
amplificação foi digerido com 1 µL de Dpn I (10 U/ µL) por 1 h a 37°C para digestão 
das cópias não mutadas. 
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Tabela 2. Sequência dos primers utilizados para as mutações sítio-dirigidas. 
Primers Sequência (5’ – 3’) 
AT2-C35S sense GAG TCC GCC TTT AAT AGC TCA CAC AAA CCA TCA 
AT2-C35S anti-sense TGA TGG TTT GTG TGA GCT ATT AAA GGC GGA CTC 
AT2-N127G sense TTC TTT TCT GAC TCT GGG CAT GTT TGC AAG CAT TT 
AT2-N127G anti-sense AAA TGC TTG CAA ACA TGC CCA GAG TCA GAA AAG AA 
AT2-D297A sense AAG TTA TAG CAG TCA TTG CCC TGG CAC TTC CTT TTG C 
AT2-D297A anti-sense GCA AAA GGA AGT GCC AGG GCA ATG ACT GCT ATA ACT T 
Os primers foram sintetizados pela Prodimol Biotecnologia e purificados pela técnica 
de HPLC. 
 
  
 
Figura 12. Representação esquemática da reação de mutação. A mutação sitio-
dirigida foi desenvolvida utilizando o kit QuikChange Site-Directed Mutagenesis 
(Stratagene). 
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3.2.2 Transformação bacteriana 
Para a transformação bacteriana foi utilizado o método de choque térmico, no 
qual a parede celular das bactérias competentes é desestabilizada temporariamente, 
permitindo a entrada de DNA exógenos. Assim, menos de 1 µL do vetor mutado foi 
incubado com 50 µl de bactéria competente DH5α (doadas gentilmente pelo Prof. Dr. 
João Bosco Pesquero do Departamento de Biofísica da UNIFESP) em um tubo já 
resfriado. Em seguida o tubo colocado no máximo 5 min no gelo e depois submetido 
a 42°C por 1 min e então foi rapidamente disposto no gelo por mais 2 min. Em 
seguida, foram adicionados 80 µL de LB brooth (Invitrogen, CA, EUA) sem 
antibiótico para seleção do plasmídeo, e as amostras incubadas por 15 min a 37°C.  
Para seleção das colônias das bactérias competentes transformadas com o 
vetor de interesse, as bactérias foram semeadas em placa de Petri contendo LB 
Agar e 100 µg/ml de antibiótico ampicilina (ambos da Invitrogen), o qual contém 
resistência à ampicilina e incubadas em estufa a 37°C por no mínimo 12 e máximo 
de 16h. 
 
3.2.3 Mini-Preparação Plasmidial (Mini-prep) 
Algumas colônias isoladas de bactérias transformadas expressando o gene 
de resistência a ampicilina foram escolhidas aleatoriamente, inoculadas em 5 mL de 
meio LB brooth (Invitrogen) contendo 100 µg/mL de antibiótico e incubadas a 37°C, 
sob agitação constante de 180 rpm durante 16 h. 
Após o crescimento, 850 µL da suspensão bacteriana foram congeladas com 
150 µL de glicerol puro em freezer -80°C. O resto foi centrifugado a 3000 rpm 
durante 3 min, o sobrenadante removido e iniciou-se a mini-preparação plasmidial, 
conforme protocolo descrito pelo método de purificação de plasmídeos por coluna de 
troca iônica da Qiagen (CA, EUA).  
 O precipitado de bactérias foi ressuspendido em 300 µL de buffer P1 com 
RNase A e incubado com 300 µL de buffer P2 em temperatura ambiente (TA) por 
5min. Em seguida adicionou-se 300 µL de buffer P3, homogeneizado 
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vigorosamente, incubado por 5 min no gelo e centrifugado por 14000 rpm por 10 
min.  
 O sobrenadante contendo o DNA foi cromatografado na coluna previamente 
equilibrada com 1 mL de buffer QBT e depois a coluna foi lavada por 2x com 2 mL 
de buffer QC. Em seguida, o DNA plasmidial foi eluído da coluna com 800 µL de 
buffer QF e precipitado com 0,7 volumes de isopropanol. Após centrifugação durante 
30 min a 14000 rpm, o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70% e novamente 
centrifugado a 14000 rpm por 10 min . Depois de seco, o DNA foi ressuspendido em 
no máximo 50 µL de água mili-Q (conforme tamanho do precipitado) e dosado em 
espectrofotômetro. A relação considerada de A260/280 foi maior que 1,8 e menor que 2 
para assegurar a pureza do DNA. 
 
3.2.4 Análise das colônias obtidas 
Para localizar as colônias positivas, o DNA resultante da mini-prep foi 
submetido à digestão com enzimas de restrição, de modo, que após eletroforese, a 
presença do tamanho dos insertos pudessem ser verificados, Assim, 
aproximadamente 1 µg de DNA foi digerido com 5 unidades das enzimas específicas 
para cada receptor no tampão apropriado em volume final de 20 µL, durante 30 min 
a 37°C e depois submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%.   
 
3.2.5 Sequenciamento dos clones 
Para confirmar a sequência mutada dos receptores, as colônias positivas 
selecionadas foram sequenciadas. O protocolo de sequenciamento utilizado está 
descrito abaixo. 
Os DNAs purificados foram sequenciados automaticamente por meio do 
sequenciador 3130XL Genetic Analyser (Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA). 
Para o sequenciamento da região inserida foram utilizados os 
oligonucleotídeos descritos na Tabela 3. Na reação de sequenciamento utilizou-se o 
Kit BigDye Terminator Ready Reaction Mix, 200 ng do DNA plasmidial, 3,2 pmoles 
dos óligos sense e antisense, 2 µL da solução T-Mix, contendo didesoxinucleotídios 
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marcados com fluorescência (R6G, ROX, R110 e TAMRA), deoxinucleotídios 
trifosfatos (dATP, dCTP, dITP, dUTP), AmpliTaq®DNA polimerase, tampão de 
reação e água Mili-Q para um volume final de 10 µL. Todos os produtos utilizados 
foram da Applied Biosystem.  
 
 
Tabela 3. Relação de primers utilizados para sequenciamento das amostras dos 
vetores, pcDNA3-AT2. 
Primers Sequência (5’ – 3’) 
AT2 Interno sense CAG AAC CAT TGA ATA CTT AGG 
AT2 Interno anti-sense GGG AAA GCC ATA ATA CAA GC 
T7 AAT ACG ACT CAC TAT AGG G 
SP6 ATT TAG GTG ACA CTA TAG 
Os primers foram sintetizados pela Prodimol Biotecnologia (Belo Horizonte, MG, 
Brasil). 
 
A amplificação foi feita em termociclador a 94 ºC por 5 min, 25 ciclos a 94 ºC 
por 20 s, 48 ºC por 10 s, 60ºC por 4 min e 16ºC. Posteriormente, a mistura de reação 
foi purificada por precipitação pela adição de 1 µL de EDTA (3 mol/L), 1 µL de 
Acetato de Sódio (125 mmol/L), 25 µL de etanol (100%) em cada poço, seguido de 
agitação e incubação  a TA por 15 min e centrifugado a 3500 rpm, por 35 min a TA. 
Após centrifugação o etanol foi desprezado e depois foi adicionado mais 35 µL de 
etanol (75%), centrifugado a 3500 rpm, por 15 min a 4ºC novamente. Ao fim da 
centrifugação o volume foi desprezado e em seguida as amostras foram incubadas a 
90ºC por 1 min para completa evaporação do etanol. O precipitado de DNA foi 
ressuspenso em 2 µL de tampão de corrida (Blue Dextran/formamida deionizada), as 
amostras desnaturadas a 95ºC por 2 min e imediatamente colocadas em gelo até o 
momento da aplicação no gel. A última etapa do sequenciamento foi a eletroforese 
das amostras em gel de poliacrilamida (Long Ranger) 5% uréia 6 mol/L, em tampão 
TBE (1x), por 10 h. 
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Os DNAs processados pelo seqüenciador automático foram analisados pelo 
programa Geneious Pro 4.8.5. (Biomatters Ltd.).  
 
3.2.6 Maxi-preparação plasmidial (Maxi-prep) 
 
As alíquotas congeladas dos clones positivos para cada mutação obtida foram 
ressuspenssas em 100 mL de meio LB brooth (Invitrogen) contendo 100 µg/mL de 
ampicilina e incubadas a 37°C, sob agitação constante de 180rpm durante 16h para 
isolamento do plasmídeo através da técnica de maxi-prep, conforme descrito pelo 
método de purificação de plasmídeos por coluna de troca iônica da Qiagen. 
Após o crescimento, a suspensão bacteriana foi centrifugada a 4000 rpm 
durante 30 min, o sobrenadante removido e o precipitado de bactérias foi 
ressuspendido em 10 mL de buffer P1 com RNase A e incubado com 10 mL de 
buffer P2 em TA por 5 min. Após, foi adicionado 10 mL de buffer P3, homogeneizado 
vigorosamente, incubado por 20 min no gelo e centrifugado por 4000 rpm por 60 min 
e depois o sobrenadante foi recolhido em um novo tudo e centrifugado novamente 
por 4000 rpm por 30 min.  
A solução contendo o DNA então foi cromatografado na coluna previamente 
equilibrada com 10mL de buffer QBT e depois a coluna foi lavada por 2x com 30 mL 
de buffer QC. Em seguida, o DNA plasmidial foi eluído da coluna com 15 mL de 
buffer QF e precipitado com 0,7 volumes de isopropanol. Após centrifugação durante 
1 h e 30 min a 4000 rpm, o precipitado foi lavado com 5 mL de etanol 70% e 
novamente centrifugado a 4000 rpm por 1 h. Depois de seco, o DNA foi 
ressuspendido em no máximo 200 µL de água mili-Q (conforme tamanho do 
precipitado) e dosado em espectrofotômetro. A relação considerada de A260/280 foi 
maior que 1,8 e menor que 2 para assegurar a pureza do DNA.  
Para definir as colônias positivas, o DNA resultante da maxi-prep foi 
submetido à digestão com enzimas de restrição, de modo, que após eletroforese, a 
presença do tamanho dos insertos pudessem ser verificados. Assim, 
aproximadamente 1 µg de DNA foi digerido com 5 unidades das enzimas especificas 
para cada receptor, no tampão apropriado em volume final de 10 µL, durante 30 min 
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a 37°C e depois submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, para obter padrão 
semelhante ao obtido nas reações de mini-prep. 
Após essa reação ser confirmada pelo teste de digestão, os plasmídeos 
encontram-se prontos para a realização das transfecções em células CHO para 
posterior utilização em testes de ligação e testes funcionais. 
3.2.7 Transfecção dos receptores em células eucarióticas 
 
Após a obtenção dos vetores de expressão carregando as mutações 
propostas para o receptor AT2 e o receptor selvagem, foi realizada a transfecção 
estável em células eucarióticas. 
Inicialmente as células CHO-K1 foram submetidas a uma curva de morte para 
verificar qual a concentração final de antibiótico para seleção e manutenção dos 
clones. As células CHO cultivadas em placas de 24 poços foram incubadas com 
diferentes concentrações de geneticina e depois avaliadas quanto a melhor 
concentração de antibiótico que seria suficientemente capaz de matar as células em 
menor tempo. A concentração final utilizada para seleção das células foi de 2,5 
mg/ml. 
O protocolo para transfecção estável está de acordo com o reagente 
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen), onde um dia antes da transfecção, 2x105 células 
CHO eram plaqueadas em placa de 24 poços com 500 µl de meio suplementado 
com soro fetal bovino e sem antibióticos, para que no momento da transfecção as 
células atingissem 90% de confluência. No dia da transfecção, o meio foi renovado e 
foram preparadas as seguintes soluções. Solução A: 0,8 µg do DNA diluídos em 50 
µl de Opti-MEM® I Reduced Serum Médium (Invitrogen) e Solução B: 2 µl de mix de 
Lipofectamine™ 2000 contido no kit diluídos em 50 µl de Opti-MEM® I Reduced 
Serum Médium.   
As células então foram incubadas com a mistura das soluções A+B por 6 h a 
37°C em estufa contendo 5% de CO2 e 95% de O2, sendo que previamente a 
solução A permaneceu em temperatura ambiente por 5min isoladamente e depois  
misturada com a solução B e mantida a temperatura ambiente por 19 min. Após, o 
tempo de estufa, o meio foi renovado novamente, as células foram mantidas em 
estufa e 24 h depois, essas células foram diluídas na concentração de 1:10 em uma 
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nova placa de 6 poços agora com meio suplementado com soro fetal bovino e 
antibióticos para células procarióticas. Posteriormente, 24 h após a diluição, o meio 
foi renovado e adicionado o antibiótico para seleção, a geneticina (2,5 mg/ml), para a 
seleção dos clones até o momento que o controle negativo (células submetidas à 
transfecção sem vetor algum) tivesse morrido completamente.  
Além disso, foi realizada a transfecção do vetor fechado sem o inserto do 
receptor (mock cells) que foi utilizado como controle negativo dos testes realizados.  
 
3.2.8 Manutenção das células 
 
As linhagens celulares expressando os receptores AT1 e AT2 selvagem e 
mutantes obtidas foram cultivadas até atingir o estado de semi-confluência, em meio 
F-12 pH 7,4 suplementado com soro fetal bovino 10%, glutamina 2 mmol/L, 
penicilina (concentração final de 100 µg/ml) e estreptomicina (concentração final de 
100 µg/mL) e mantidas à 37°C em estufa contendo 5% de CO2 e 95% de O2. 
O meio de cultura foi renovado conforme a necessidade ou a cada 2 dias e 
para cada vez foi acrescido 0,5 mg/mL (concentração final) de geneticina, para 
assegurar a seleção das células transfectadas.  
Quando a cultura havia atingido o estágio de confluência ou na necessidade 
de extração das células para experimento, as mesmas foram desprendidas do fundo 
da garrafa ou da placa, utilizando 2 mL de tripsina 0,5% e utilizadas conforme 
necessário. 
Algumas alíquotas de células foram congeladas em solução de congelamento 
contendo 50% de soro fetal bovino, 40% de meio e 10% de DMSO. Os tubos de 
congelamento foram mantidos durante 24 h em freezer –80°C, e posteriormente 
foram transferidos para o tanque de nitrogênio líquido.  
 
3.2.9 Expressão dos receptores 
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Os níveis de expressão dos receptores transfectados foram selecionados de 
acordo com os níveis de expressão obtidos por PCR em tempo real, conforme 
metodologia a seguir. 
 
 
3.2.9.1 Extração do RNA total 
 
Para a extração do RNA total, foi utilizado o protocolo adaptado do TRIzol® 
Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA). Inicialmente as células foram homogeneizadas 
com 1 mL de TRIzol® Reagent para cada 10 cm2 de superfície da garrafa e 
incubadas por 5min à temperatura ambiente. 
Foi adicionado então 0,2 mL de clorofórmio para cada 1 mL de TRIzol® 
Reagent usado na homogeneização das células para a separação das fases. O tubo 
foi agitado vigorosamente por 15 s e incubado por 3 min à temperatura ambiente. O 
material foi em seguida centrifugado a 12.000 rpm por 15 min a 5ºC e a fase aquosa 
superior transferida com uma micropipeta para um tubo novo. 
Para iniciar a precipitação do RNA, adicionou-se 0,5 mL de álcool isopropílico 
para cada ml de TRIZOL® Reagent usado na homogeneização das células, e a 
amostra foi incubada por 10 min à temperatura ambiente e centrifugada à 12.000 
rpm por 10 min a 5ºC. 
Nessa etapa, já foi possível observar a formação de um precipitado no fundo 
do tubo, que foi lavado com 1 mL de etanol (75%) para cada 1 mL de TRIZOL® 
Reagent usado na homogeneização das células. Em seguida a amostra foi agitada 
num vortex e centrifugada a 7.500 rpm por 5 min a 5ºC e o sobrenadante 
descartado, preservando apenas o sobrenadante, repetindo-se a lavagem por duas 
vezes. 
Após a última lavagem a amostra permaneceu à temperatura ambiente por 
cerca de 12 h, para a secagem total do RNA. A amostra foi então ressuspensa em 
água livre de RNase, e incubada por 10 min a 60ºC para dissolver completamente a 
amostra, que então foi quantificada por espectrofotometria onde a relação A260/280 
quando maior que 1,8 assegurava a pureza do RNA. A amostra extraída foi 
acondicionada a -20ºC para posterior utilização. 
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3.2.9.2 Síntese de cDNA 
A partir do RNA total extraído, foi sintetizado o cDNA das amostras para 
posterior utilização em PCR quantitativo em tempo real (qPCR). Para inibir possíveis 
contaminações com DNA genômico nas amostras, o RNA total extraído foi tratado 
com DNase I, Amplification Grade (Invitrogen, Carlsbad, CA), para assim ser 
submetido a reação de PCR transcriptase reversa (RT-PCR). 
Em um microtubo mantido no gelo foi adicionado, 10 µL de 2X RT Reaction 
Mix e 2 µL de RT Enzyme Mix, todos contidos no kit (SuperScript III First-Strand 
Synthesis System for RT-PCR, cat no 18080-051, Invitrogen), além de 10 pg à 1 µg 
de RNA tratado com DNase e o volume completado à 20 µL com água tratada com 
DEPC. O tubo então foi agitado cuidadosamente e incubado por 10 min à 25ºC. 
A reação foi iniciada em um termociclador com incubação inicial de 50 min à 
42ºC e finalizada com incubação de 5 min à 85ºC. Logo após o tubo foi depositado 
sobre gelo ao término da reação. 
Para eliminar o RNA não polimerizado a cDNA, adicionou-se 1 µL de E. coli 
RNase H, contido no kit, seguido de incubação à 37ºC por 20 min, e logo após 
submetida ao qPCR ou acondicionada à -20ºC. 
 
3.2.9.3 Quantificação de transcritos por qPCR 
Foi utilizado aproximadamente 200 ng do cDNA previamente obtido das 
células, ao qual adicionou-se 10 µL de Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-
UDG with ROX (Invitrogen, Carlsbad, CA), 0,4 µL de um par de “primers” (1 µmol/L 
cada) específico para o receptor AT2 (Sense: 5'- CAGCAGCCGTCCTTTTGATAA -3' 
e Antisence: 5'- TTATCTGATGGTTTGTGTGAGCAA -3') e para o controle endógeno 
GAPDH (Sense: 5'- CCTGCACCACCAACTGCTTA -3' e Antisence: 5'- 
TCATGAGCCCTTCCACAATG -3') e o volume completado para 20 µL com água 
Milli-Q (Millipore Corporation, Billerica, MA). 
A quantificação foi realizada no aparelho ABI 7000 Sequence detection 
System (Applied Biosystems) sob o seguinte protocolo: 50ºC por 2 min, 95ºC por 10 
min e 50 ciclos de 95ºC por 15 s e 60ºC por 1 min. No término, foi realizado a curva 
de dissociação com o protocolo 95ºC por 15 s, 60ºC por 20 s e 95ºC por 15 s. 
  
34 
Para analisar a expressão de mRNA, os parâmetros considerados foram o 
limiar do numero de ciclos (CT), onde quanto maior o número de cópias de uma 
amostra, menor é o valor de CT e o ΔCT obtido pela subtração entre os valores de CT 
do gene alvo e o normalizador. Entretanto o ΔCT não é comumente usado para 
expressar os dados relativos, então o parâmetro 2-ΔCT foi utilizado para expressar os 
dados relativos de expressão (Livak e Schmittgen 2001). 
 
3.2.10 Ensaio de ligação competitiva 
As células expressando os receptores AT1 e AT2 foram submetidas à ensaios 
de ligação competitiva em que foram testados duas metodologias, sendo a primeira 
um método com o emprego de radioligante e outra com o uso de um marcador 
fluorescente o lantanídeo Európio.  
 
3.2.10.1 Ensaio com radioligante 
As células expressando os receptores estudados foram semeadas à 
densidade de 105 células por poço em placas de cultura de 96 poços e mantidas à 
37ºC por 24 h, onde logo após a remoção do meio, as células foram lavadas duas 
vezes com tampão de lavagem gelado (25 mmol/L Tris-HCl, 5 mmol/L MgCl2, 0,1% 
BSA, pH 7,4) e incubadas com tampão de ligação gelado (25 mmol/L Tris-HCl, 5 
mmol/L MgCl2, 0,1% BSA e 100 µg/mL bacitracina, pH 7.4), na presença de uma 
concentração fixa de radioligante [3,4-prolyl-3,4- 3H(N)]-AngII, (62 Ci/mmol) e 
concentrações variáveis (10-6 à 10-11 mol/L) do agonista não marcado testado, por 24 
h à 4ºC. Após o período de incubação as células foram lavadas duas vezes com 
tampão de lavagem gelado e lisadas com tampão de lise (0,5% SDS e 0,1 mol/L 
NaOH). O lisado foi recolhido e transferido para tubos eppendorf contendo 500 µL de 
líquido de cintilação e contados em contador de placa Microbeta2 (Perkin-Elmer 
Corporation). 
A partir dos resultados obtidos foram construídas curvas de competição 
usando uma regressão não linear do programa GraphPad Prism 3.0 e a partir 
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dessas curvas foram extraídos as medidas de afinidade de ligação (IC50) para cada 
análogo em linhagens de células expressando os receptores desejado. 
 
3.2.10.2 Ensaio não radioativo 
As células expressando os receptores estudados foram semeadas à 
densidade de 15x104 células por poço em placas de cultura de 24 poços, e mantidas 
a 37ºC por 36 h. 
No momento do experimento, o meio de cultura das placas foi removido, e as 
células lavadas duas vezes com 1 mL do tampão de lavagem DELFIA L*R Wash 
Buffer (Perkin Elmer, Massachusetts, EUA). Após a lavagem, as células foram 
incubadas com 200 µL tampão de ligação (Tris-HCl, 25 mmol/L; MgCl2, 5 mmol/L; 
BSA, 0,1%; Bacitracina, 100 µg/mL), 100 µL de AngII marcada com o lantanídeo 
Europium (1 nmol/L), Eu-AngII (Perkin Elmer, Massachusetts, EUA), e 100 µL de 
concentrações variáveis (10-6 à 10-12) dos agonistas por 90 min à 37ºC. 
Após o período de incubação com o agonista, as células foram lavadas com 1 
mL do tampão de lavagem, lisadas com 200 µL de tampão de lise (0.5% SDS e 0.1 
mol/L NaOH), e deixadas sob lenta agitação por 5 min. O lisado foi então recolhido, 
transferido para placas de contagem com paredes e fundos preto contendo 100 µL 
de DELFIA Enhancement Solution (Perkin Elmer, Massachusetts, EUA) e deixado 
por 15 min em agitação lenta. Em seguida a placa foi levada para medição de 
fluorescência por tempo resolvido no leitor de microplacas Victor X5 (Perkin Elmer, 
Massachusetts, EUA). O comprimento de onda utilizado para excitação foi de 340 
nm, e o comprimento de onda utilizado na captação da fluorescência foi de 616 nm 
com 400 µs de retardo. 
A partir dos resultados obtidos foram construídas curvas de ligação 
competitiva concentração-resposta usando regressão não linear do programa 
GraphPad 3.0 (GraphPad Software, Califórnia, EUA). A partir dessas curvas foram 
extraídos os valores de IC50 (concentração do ligante que inibe 50% da ligação 
máxima do peptídeo marcado) para cada análogo nas linhagens de células 
expressando os receptores, selvagem ou mutantes. 
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3.2.11 Determinação de IP3 
As células expressando os receptores estudados foram submetidas ao teste 
de dosagem de IP3 onde em uma placa de 96 poços foram adicionadas 40.000 
células por poço em volume final de 20 µl. As células foram então estimuladas por 
20 s com concentrações crescentes de análogos da AngII (10-12 à 10-5 mol/L) em 
volume final de 10 µl. Após esse período, a reação de formação de IP3 foi 
interrompida adicionando-se 10 µl de ácido perclórico 0,2 N (diluido em água). Em 
seguida foram adicionados 20 µl de IP3 Tracer-Green e 40 µl de IP3 Binding Protein 
(Kit de dosagem de formação de IP3 da GE Health Care, cat. no. 90-0037-01). Para 
a construção da curva padrão adicionou-se concentrações crescentes de IP3 
conforme o que foi determinado pelo fabricante do kit (6,7 x 10-11 à 1,33 x 10-6 mol/L) 
seguido das etapas de bloqueio da reação e adição do traçador e da proteína ligante 
conforme descrito acima.  
A leitura dos valores de fluorescência polarizada foi realizada no leitor Victor 
X5 em até no máximo 16 h após o experimento e a quantificação efetuada através 
da interpolação dos resultados na curva padrão construída. As análises foram 
realizada em triplicata. 
 
3.2.12 Dosagem de [Ca2+]i 
As células foram semeadas à densidade de 103 células em microplaca de 96 
poços (Nunc Brand Products, cat no. 165305) mantidas em meio F12 suplementado 
em estufa a 37ºC e 5% de CO2 por 2 dias. 
Após esse período de incubação o meio foi substituído por meio F12 sem 
soro seguido da marcação com 1 µmol/L do indicador fluorescente fluo-3 (Invitrogen, 
cat no. F1242) por 60 min à temperatura ambiente. O indicador foi preparado 
previamente em dimetilsulfóxido (DMSO) e acondicionado a -4°C. O detergente 
ácido plurônico (pluronic F127), solubilizado a 10% em DMSO, foi adicionado 
também no momento do experimento em volume igual ao do indicador. Após a 
marcação o meio sem soro foi substituído por tampão Tyrode-Hepes (137 mmol/L 
NaCl, 1 mmol/L Na2HPO4, 12 mmol/L NaHCO3, 3 mmol/L KCl, 1 mmol/L MgCl2, 1 
mmol/L CaCl2, 20 mmol/L Hepes, 5 mmol/L Glucose). A emissão da fluorescência foi 
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medida no comprimento de onda de 526 nm em leitor de microplaca (Victor X5). A 
leitura inicial equivaleu ao valor basal intracelular e após a estabilização da leitura 
inicial, foi realizada com a adição de AngII e seus análogos em concentrações 
crescentes, após a qual, foram obtidas medidas de variação na concentração de 
cálcio intracelular [Ca2+]i. 
Ao final de cada experimento administrou-se ionomicina (1 µmol/L), um 
ionoforo de Ca2+, para expor o Fluo-3 citosólico às concentrações de Ca+2 
extracelulares, obtendo-se, portanto um aumento da intensidade da fluorescência 
pela saturação do indicador com o cálcio, representando o Fmáx. Além da ionomicida 
foi usado o EGTA (5 mmol/L) que é um quelante seletivo de Ca+2 o qual promove 
uma queda rápida da intensidade da fluorescência, pelo deslocamento do Ca2+ do 
Fluo-3, apagando a fluorescência do indicador, obtendo-se assim os valores da 
autofluorescência das células (Fmín).  
A partir dos valores de intensidades de fluorescência obtidos, foi calculada a 
[Ca2+]i pela seguinte fórmula (Grynkiewicz e cols., 1985). 
 
 
 
 
 
 
onde, 
Kd = constante de dissociação do Fluo 3-AM e vale 450 
F = fluorescência obtida por excitação em 496 nm e emissão em 525 nm. 
Fmin = fluorescência obtida em concentração de Ca2+ na presença de EGTA (5 mM). 
Fmax = fluorescência em presença saturante de Ca2+ pela adição de ionomicina, 
ionóforo de Ca2+. 
3.2.13 Dosagem de GMPc 
As dosagens de GMPc, foi realizada utilizando-se “Kit HitHunter cGMP Assay” 
(Cat no. 90-0039-02, DiscoverX), de acordo com as especificações do fabricante. 
As células expressando os mutantes do receptor AT2 ou o tipo selvagem 
foram liberadas do fundo da garrafa utilizando PBS com EDTA e semeadas em uma 
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placa de 96 poços contendo cerca de 40.000 células em 20 µl. As células foram 
estimuladas com 10 µl do agonista (10-6 mol/L) ou com 10 µl de PBS (valor basal) e 
então incubadas por 30 min à 37°C. Em seguida foram adicionados 20 µl de tampão 
de lise seguido de 20 µ de solução doadora e incubado por 60 min à temperatura 
ambiente.  
Após esse período, foram adicionados 20 µl de solução aceptora seguido de 
incubação por 30 min à temperatura ambiente e então adicionou-se 30 µl de 
substrato incubado por 60 min, para então ser realizada a leitura no leitor VictorX5 
com 1 segundo de exposição por poço. A cada experimento foi construída uma 
curva padrão de GMPc, na qual os dados obtidos a partir das leituras foram 
interpolados para a determinação da concentração de GMPc em cada amostra.  
A partir dos dados obtidos foram construídos gráficos para a ilustração dos 
resultados. 
 
3.2.14 Análise dos resultados 
Para análise estatística foi utilizado o test t de Student. Para análise de mais 
de duas amostras foi aplicada a análise de variância (One way ANOVA) e para 
comparação entre os diferentes grupos o teste Neuman-Keuls. As diferenças foram 
consideradas estatisticamente significantes para P<0,05. 
 
3.2.15 Modelagem estrutural por homologia 
Foram gerados modelos através da rotina “Nest” do pacote de programas 
Jackal, desenvolvido por Jason Z. Xiang (Columbia University, New York, NY, USA), 
utilizando como molde a estrutura do receptor de Quimiocina CXCR4 (Wu e cols., 
2010) alinhado aos receptores AT1 e AT2, segundo sua estrutura e função de acordo 
com o GPCRDB (Horn e cols., 2003). 
 Com todos os modelos já prontos, seguiu-se a dinâmica molecular utilizando 
o programa YASARA (YASARA Biosciences, Viena, AUT), onde para tal, os 
receptores foram inseridos em uma bicamada fosfolipídica composta pelo fosfolipídio 
etanolamina, mimetizando o ambiente celular (Krieger e cols., 2002). 
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 A dinâmica iniciou-se com uma etapa de minimização de energia de mil 
passos seguido da própria dinâmica que se estendeu por cerca de 20 ns e 
posteriormente visualizada com o mesmo programa YASARA para análise das 
informações de alteração estrutural ao longo do tempo, interações inter e intra 
moleculares. 
Os modelos gerados foram testados no PROCHECK e gráficos Ramachandram 
foram produzidos para análise da qualidade do modelo, sendo que a maior 
quantidade de resíduos constantes na região mais favorável do gráfico deve 
ser de cerca de 90% e um valor muito próximo a zero resíduos devem aparecer 
na posição não permitida do gráfico. 
Figura 13 entre os receptores AT1 e AT2 com estrutura do CXCR4, depositada 
no PDB (Protein Data Bank), 3ODU (para o receptor selvagem) e alinhamento entre 
o modelo gerado para o receptor selvagem com os mutantes. Na estrutura molde, 
destaca-se uma inserção entre os resíduos 206 e 207 com 164 aminoácidos, que 
teve de ser retirada para prosseguimento da modelagem. 
A partir das estruturas foi realizada uma verificação da qualidade desses 
modelos a partir de um gráfico que mostra a posição dos ângulos phi e psi de cada 
aminoácido (Ramachandram) avaliando assim, se a posição de cada um é viável 
para uma proteína baseado em um banco de dados contendo os ângulos phi e psi 
de cerca de 1.000 cadeias proteicas diferentes com estrutura resolvida a partir de 
cristalografia e depositadas no PDB (Protein Data Bank).  
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Figura 13. Alinhamento de GPCRs. Alinhamento dos receptores AT1, AT2, B1, B2, 
CXCR4 e 3odu_sem_ins (modelo do receptor CXCR4 registrado com o PDB id 3odu 
sem a inserção proteica) segundo os padrões do GPCRDB. Os resíduos numerados 
de forma vertical foram utilizados como guia para o alinhamento.  
 
3.2.16 Dinâmica Molecular 
 
Após a obtenção e análise do modelo gerado para o receptor selvagem e 
mutantes, as estruturas foram submetidas à dinâmica molecular no sistema 
YASARA por cerca de 20 ns, onde foi capturado um snapshot a cada 12500 fs. No 
final da reação foi escolhida uma estrutura representativa de cada um dos 
receptores nos últimos 3,75 ns da reação de dinâmica, que foram submetidos ao 
mesmo teste de plot no gráfico Ramachandram.  
Para avaliar o efeito que as mutações citadas anteriormente provocariam na 
estrutura do receptor AT2 os modelos com as mutações foram submetidos a uma 
reação de dinâmica molecular da mesma forma que o receptor selvagem e para 
avaliar a acomodação das cadeias laterais, esses modelos foram submetidos ao 
teste de plot dos ângulos phi e psi no gráfico Ramachandram.  
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Após a realização das dinâmicas, a estrutura média de cada um dos modelos 
dos mutantes foi sobreposta aquela do receptor selvagem para análise das 
modificações estruturais que a mutação simples teria causado na estrutura do 
receptor. 
 
 
  
  
42 
4. RESULTADOS 
4.1 Modelo prático de estudo 
4.1.1 Obtenção dos plasmídeos expressando o receptor AT2  
Após a extração do DNA plasmidial das bactérias cultivadas, o material 
genético foi submetido a digestão com enzimas de restrição para confirmação de 
que o vetor continha o inserto. A Figura 14 mostra o resultado dessa digestão como 
pode ser observado:  a linha 1 representa o vetor fechado, enquanto as linhas 2 e 3 
apresentam o vetor linearizado e na linha 4 é exibido o fragmento liberado de 
tamanho aproximado de 1100 pb. Esse mesmo padrão foi encontrado nos vetores 
contendo as mutações propostas (não mostrado). 
 
 
 
Figura 14. Análise eletroforética do vetor pcDNA-3-AT2. O vetor foi injetado em gel de 
agarose 1% e submetido à eletroforese (110 mV/cm2) por cerca de 1 h. As bandas de DNA 
foram reveladas usando o marcador de DNA SybrGreen e a imagem adquirida após 
exposição à luz UV. M – Marcador de peso molecular (lambda DNA/HindIII + phiX174 
DNA/HaeIII, 1 – Vetor pcDNA-3-AT2 fechado, 2 – vetor digerido com com enzima BamHI, 3 – 
Vetor digerido com enzima XhoI, 4 – Vetor digerido com ambas enzimas. Notar fragmento 
menor que 1.3 kb contendo o inserto do receptor AT2 de 1.2 kb. 
M 1 2 3 4 
6.5kb 
2.3kb 
1.3kb 
0.6kb 
AT2 
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4.1.2 Obtenção das linhagens celulares 
Para analisar a expressão dos diferentes clones expressando o receptor AT2 
selvagem e mutantes, as células foram analisadas através da técnica de PCR em 
tempo real para avaliar o nível de expressão de mRNA do receptor AT2 e também 
através de teste de ligação por competição homóloga . 
A Figura 15 mostra os valores de 2-ΔCT obtidos de cada receptor transfectado, 
onde, os clones que expressaram maior concentração de cada tipo de receptor 
foram comparados com a expressão do selvagem previamente selecionado e depois 
escolhidos para transfecção em células eucarióticas. Nota-se que nas células onde 
foi expresso apenas o vetor sem a região codificadora do receptor, o nível de 
expressão de mRNA foi próximo a zero. 
 
 
Figura 15. Expressão dos diferentes clones transfectados com o receptor AT2 
selvagem e mutantes. A quantificação foi realizada pela técnica de PCR em Tempo 
Real. 
 
A Figura 16 mostra as curvas de ligação competitiva obtida para cada 
linhagem celular expressando os receptores selvagem e mutantes, além das células 
mock transfectadas apenas com o vetor vazio utilizadas como controle. As células 
que expressaram os receptores transfectados foram capazes de se ligar 
especificamente ao agonista com alta afinidade enquanto as células controle não 
apresentaram nenhuma ligação ao agonista. 
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Figura 16. Curvas de ligação da AngII com as linhagens celulares 
transfectadas com o receptor AT2 selvagem e mutantes. O teste foi executado 
em células CHO expressando o receptor AT2 selvagem e carregando as mutações 
C35S, N127G e D297A, além da linhagem controle em resposta à concentrações 
crescentes (10-12 até 10-5) de AngII. Dados são expressos como média, SD (n=4). 
 
4.1.3 Teste de ligação radioativa x não radioativa 
 
Para avaliar a efetividade do método de ligação, as células expressando tanto 
o receptor AT1 quanto o receptor AT2 foram avaliadas comparando os efeitos obtidos 
com o método tradicional onde é empregado marcador radioativo. 
A Figura 17 mostra que ambas linhagens estudadas com os dois métodos 
propostos apresentaram resultados muito similares entre si e a Tabela 4 mostra os 
dados de afinidades de ligação.   
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Figura 17. Curvas de ligação utilizando marcador radioativo e não radioativo, 
em células expressando o receptor AT1 e AT2 da AngII. O teste foi executado em 
células CHO expressando o receptor AT1 da AngII (Painel A) e AT2 (Painel B) em 
resposta às concentrações crescentes (10-12 até 10-5) de AngII. Linha cheia e círculo 
escuro representam o método radioativo, linha tracejada e círculo claro, o método 
não radioativo, linha pontilhada e quadrado o grupo controle.  Dados são expressos 
em média ±  SD (n=4). 
 
 
Tabela 4. Comparação entre as afinidades de ligação obtidas pelos métodos 
radioativo e não radioativo. 
Receptor 
IC50  (nM) 
Radioativo Não-radioativo 
AT1 2.3 0.9 
AT2 1.1 0.8 
Controle NB NB 
               NB – sem ligação. Dados são expressos em valores médios (n=4). 
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4.1.4 Teste de ligação heteróloga AT1 x AT2 
 
Para avaliar as diferenças nas propriedades de ligação entre os receptores 
AT1 e AT2 da AngII, as células CHO expressando os receptores selvagens foram 
submetidos ao teste de ligação por competição heteróloga. A Figura 18 mostra as 
curvas de ligação do receptor AT1 com AngII e [Sar1]-AngII em comparação aos 
análogos com modificações nas posições 2, 4 e 8. Pode-se notar que a mudança do 
aminoácido aromático da posição 4 por resíduos alifáticos provocaram um 
deslocamento das curvas de ligação para a direita, o que não é observado quando a 
mudança do resíduo mantém a cadeia lateral aromática. Já na posição 8 nota-se 
que a substituição do resíduo aromático por um alifático provocou um ligeiro 
deslocamento para a direita apenas na substituição por Ala.  
Da mesma forma, a Figura 19 mostra as curvas de ligação para o receptor 
AT2, onde se nota que diferentemente do receptor AT1, a modificação dos resíduos 
aromáticos por alifáticos não influenciaram de forma tão drástica a capacidade 
desses análogos de se ligarem ao receptor estudado. As modificações nos resíduos 
2 e 8 produziram efeito semelhante ao observado no AT1. 
A Tabela 5 mostra as afinidades de ligação obtidas nas figuras anteriores 
para todos os análogos estudados, bem como as duas linhagens de células. A  
Figura 20 mostra as diferenças nas afinidades de ligação dos análogos quando 
comparadas aos resultados obtidos com a AngII, sendo que os valores negativos 
representam uma melh na afinidade e os valores positivos, uma redução. 
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Figura 18. Curvas de ligação heteróloga em células expressando o receptor 
AT1 da AngII. O teste foi executado em células CHO expressando o receptor AT1 da 
AngII em resposta à concentrações crescentes (10-12 até 10-5) de AngII e [Sar1]-AngII 
em comparação a seus análogos com modificação na posição 2 (painel A), na 
posição 4 (painel B) e na posição 8 (painel C). Dados são expressos em média ± SD 
(n=4). 
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Figura 19. Curvas de ligação heteróloga em células expressando o receptor 
AT2 da AngII. O teste foi executado em células CHO expressando o receptor AT2 da 
AngII em resposta à concentrações crescentes (10-12 até 10-5) de AngII e [Sar1]-AngII 
em comparação a seus análogos com modificação na posição 2 (painel A), na 
posição 4 (painel B) e na posição 8 (painel C). Dados são expressos em média ± SD 
(n=4). 
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Tabela 5. Afinidade de ligação dos receptores AT1 e AT2 em resposta à 
diferentes análogos. 
Agonista	  
AT1 AT2 
IC50 (nM) Diferença (x) IC50 (nM) Diferença (x) 
AngII 0.9 - 0.8 - 
[Sar1]-AngII 0.7 0.8 1.2 1.5 
[Sar1Lys2]-AngII 14.2 16 10.2 15 
[Sar1Ala2]-AngII 23.9 27 12.4 16 
[Sar1Phe4]-AngII 3.8 4.2 6.1 8 
[Sar1Ile4]-AngII 247.1 274 3.5 4 
[Sar1Ala4]-AngII 168.7 187 1.7 2 
[Sar1Ala8]-AngII 20.9 23 18.1 23 
[Sar1Ile8]-AngII 0.8 0.9 1.2 1.5 
 
Os valores de afinidade de ligação por inibição competitiva (IC50) foram extraídos 
das curvas de competição entre os ligantes não marcados e a Eu3+-AngII. A 
diferença está expressa em número de vezes que a afinidade do análogo testado foi 
maior que a AngII, valores menores que 1 representam uma melh na afinidade.  Os 
dados estão apresentados em nmol/L. Sar – Sarcosina. AngII – Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-
His-Pro-Phe. 
 
Figura 20. Diferença de afinidade de ligação dos receptores AT1 e AT2. 
Diferença de afinidade entre os receptores AT1 e AT2 em resposta aos diferentes 
análogos estudados, carregando modificações nas posições 1, 2, 4 e 8 da molécula 
de AngII. 
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4.1.5 Teste de ligação heteróloga: mutante C35S 
Assim como foram avaliados os receptores AT1 e AT2 anteriormente, o 
receptor AT2 carregando a mutação que provoca o rompimento da segunda ponte 
SS foi submetido aos testes de ligação por competição heteróloga. A Tabela 6 
mostra os dados relativos a afinidade de ligação, enquanto a Figura 21 mostra as 
curvas de ligação do receptor mutado C35S com AngII e [Sar1]-AngII em 
comparação aos análogos com modificações na posição 2, posição 4 e posição 8.  
Pode-se notar um perfil muito semelhante aquele observado no receptor AT2 
selvagem com exceção aos análogos com substituição na posição 2 que 
apresentaram uma queda na afinidade.  
 
 
 
Tabela 6. Afinidade de ligação dos receptores AT2 selvagem e mutante C35S 
em resposta a diferentes análogos. 
 
Agonista	  
Selvagem C35S 
IC50 (nM) Diferença (x) IC50 (nM) Diferença (x) 
AngII 0.8 - 0.8 - 
[Sar1]-AngII 1.2 1.5 0.5 0.6 
[Sar1Lys2]-AngII 10.2 13 26.3 33 
[Sar1Ala2]-AngII 12.4 16 86.1 108 
[Sar1Phe4]-AngII 6.1 8 2.4 3 
[Sar1Ile4]-AngII 3.5 4 3.2 4 
[Sar1Ala4]-AngII 1.7 2 1.7 2 
[Sar1Ala8]-AngII 18.1 23 14.7 18 
[Sar1Ile8]-AngII 1.2 1.5 0.6 0.8 
 
Os valores de afinidade de ligação por inibição competitiva (IC50) foram extraídos 
das curvas de competição entre os ligantes não marcados e a Eu3+-AngII. A 
diferença está expressa em número de vezes que a afinidade do análogo testado foi 
maior que a AngII, valores menores que 1 representam uma melh na afinidade.  Os 
dados estão apresentados em nmol/L. Sar – Sarcosina. AngII – Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-
His-Pro-Phe, C35S – receptor AT2 com a mutação Cys35Ser. 
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Figura 21. Curvas de ligação heteróloga em células expressando o receptor 
AT2 com a mutação C35S. O teste foi executado em células CHO expressando o 
receptor AT2 da AngII carregando a mutação Cys35Ser em resposta à concentrações 
crescentes (10-12 até 10-5) de AngII e [Sar1]-AngII em comparação a seus análogos 
com modificação na posição 2 (painel A), na posição 4 (painel B) e na posição 8 
(painel C). Dados são expressos em média ± SD (n=4). 
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4.1.6 Teste de ligação heteróloga: mutante N127G 
 
O receptor AT2 com a mutação N127G foi igualmente submetido aos testes de 
ligação por competição heteróloga. A Tabela 7 mostra os dados relativos à afinidade 
de ligação, enquanto a Figura 22, mostra as curvas de ligação do mutante N127G 
com AngII e [Sar1]-AngII em comparação aos mesmos análogos utilizados 
anteriormente. Sobre esse mutante destaca-se que nenhum dos análogos 
estudados apresentou qualquer mudança no perfil de interação receptor-agonista,  
apresentando resultados muito semelhantes aos obtidos com o receptor selvagem. 
 
 
Tabela 7. Afinidade de ligação dos receptores AT2 selvagem e mutante N127G 
em resposta à diferentes análogos. 
 
Agonista	  
Selvagem N127G 
IC50 (nM) Diferença (x) IC50 (nM) Diferença (x) 
AngII 0.8 - 1.8 - 
[Sar1]-AngII 1.2 1.5 1.1 0.6 
[Sar1Lys2]-AngII 10.2 13 9.7 5 
[Sar1Ala2]-AngII 12.4 16 11.0 6 
[Sar1Phe4]-AngII 6.1 8 4.8 3 
[Sar1Ile4]-AngII 3.5 4 3.1 2 
[Sar1Ala4]-AngII 1.7 2 1.9 1.1 
[Sar1Ala8]-AngII 18.1 23 12.9 7.2 
[Sar1Ile8]-AngII 1.2 1.5 1.3 0.7 
 
Os valores de afinidade de ligação por inibição competitiva (IC50) foram extraídos 
das curvas de competição entre os ligantes não marcados e a Eu3+-AngII. A 
diferença está expressa em número de vezes que a afinidade do análogo testado foi 
maior que a AngII, valores menores que 1 representam uma melh na afinidade.  Os 
dados estão apresentados em nmol/L. Sar – Sarcosina. AngII – Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-
His-Pro-Phe, N127G – receptor AT2 com a mutação Asn127Gly. 
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Figura 22. Teste de ligação heteróloga em células expressando o receptor AT2 
com a mutação N127G. O teste foi executado em células CHO expressando o 
receptor AT2 da AngII carregando a mutação Asn127Gly em resposta à 
concentrações crescentes (10-12 até 10-5) de AngII e [Sar1]-AngII em comparação a 
seus análogos com modificação na posição 2 (painel A), na posição 4 (painel B) e na 
posição 8 (painel C). Dados são expressos em média ± SD (n=4). 
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4.1.7 Teste de ligação heteróloga: mutante D297A 
 
Da mesma forma que o receptor AT2 selvagem, o mutante D297A do receptor 
AT2 (D297A) também foi submetido aos testes de ligação por competição 
heteróloga. Os resultados das afinidades de cada análogo estão apresentados na 
Tabela 8 e  as curvas de ligação na Figura 23. Pode-se destacar desse mutante que 
as propriedades de ligação de todos os análogos foram bastante prejudicadas com 
queda de afinidade maior que 100 vezes, com destaque para os análogos com 
modificação no resíduo 2 que atingiu valores próximos à 1.000 nmol/L e o análogo 
Sar1Ala8-AngII que apresentou valores de IC50 superiores à 2.000 nmol/L. 
 
 
Tabela 8. Afinidade de ligação dos receptores AT2 selvagem e mutante D297A 
em resposta a diferentes análogos 
 
Agonista	  
Selvagem D297A 
IC50 (nM) Diferença (x) IC50 (nM) Diferença (x) 
AngII 0.8 - 161.3 - 
[Sar1]-AngII 1.2 1.5 188.9 1.2 
[Sar1Lys2]-AngII 10.2 13 688.1 4.8 
[Sar1Ala2]-AngII 12.4 16 992.6 6.2 
[Sar1Phe4]-AngII 6.1 8 728.3 4.5 
[Sar1Ile4]-AngII 3.5 4 563.7 3.5 
[Sar1Ala4]-AngII 1.7 2 207.8 1.3 
[Sar1Ala8]-AngII 18.1 23 2731 17 
[Sar1Ile8]-AngII 1.2 1.5 152.8 0.9 
 
Os valores de afinidade de ligação por inibição competitiva (IC50) foram extraídos 
das curvas de competição entre os ligantes não marcados e a Eu3+-AngII. A 
diferença está expressa em número de vezes que a afinidade do análogo testado foi 
maior que a AngII, valores menores que 1 representam uma melh na afinidade.  Os 
dados estão apresentados em nmol/L. Sar – Sarcosina. AngII – Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-
His-Pro-Phe, D297A – receptor AT2 com a mutação Asp297Ala. 
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Figura 23. Teste de ligação heteróloga em células expressando o receptor AT2 
com a mutação D297A. O teste foi executado em células CHO expressando o 
receptor AT2 da AngII carregando a mutação Asp297Ala em resposta às 
concentrações crescentes (10-12 até 10-5) de AngII e [Sar1]-AngII em comparação a 
seus análogos com modificação na posição 2 (painel A), na posição 4 (painel B) e na 
posição 8 (painel C). Dados são expressos em média ± SD (n=4). 
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4.1.8 Teste de Produção de IP3 basal pela ativação do receptor AT2 
Para avaliar as propriedades de ativação dos receptores AT2 mutantes em 
comparação ao selvagem, foram realizados testes de produção de IP3. Não se 
observou qualquer mudança nos valores em resposta à AngII (não mostrado). 
Portanto resolveu-se avaliar apenas os valores das atividades basais de cada 
mutante. Figura 24 mostra a curva padrão utilizada para interpolar os dados obtidos 
a fim de mensurar os níveis de IP3 que são mostrados na Figura 25, onde se 
observa que não houve qualquer mudança nesses valores em resposta à ativação 
do receptor AT2 tanto selvagem quanto os mutantes. 
 
 
Figura 24. Curva padrão de IP3. Foram preparadas concentrações conhecidas 
crescentes de IP3, e realizada a leitura em leitor de fluorescência polarizada onde 
foram obtidos os valores de medida de polarização (mP) para as respectivas 
concentrações de IP3. 
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Figura 25. Nível basal de IP3. Os valores de IP3 (nM) representam a media ± D.P. 
de 4 experimentos independentes. 
 
4.1.9 Dosagem de Ca2+ intracelular basal 
 
Da mesma forma as células expressando os receptores AT2 selvagem e 
mutantes foram avaliadas quanto a concentração de cálcio intracelular, onde é 
possível notar na Figura 26, que também não houve diferenças nos valores basais. 
Além disso também não houve mudança nos valores de Ca2+ em resposta à AngII.  
 
 
Figura 26. Nível basal de Ca2+. Os valores de [Ca2+]i (nM) representam a media ± 
D.P. de 4 experimentos independentes. 
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4.1.10 Dosagem de GMPc basal 
Assim como nos testes funcionais anteriormente abordados, não foi possível 
verificar variação dos níveis de GMPc em resposta à AngII e portanto adotou-se 
apenas um estudo dos níveis basais. A Figura 27 mostra a curva padrão de GMPc 
utilizada para a interpolação das medidas de luminescências usadas para 
determinar a concentração de GMPc mostrada na Figura 28 que também não 
apresentou qualquer alteração nas diferente linhagens de celulares. 
 
 
Figura 27. Curva padrão de GMPc. Foram preparadas concentrações conhecidas 
crescentes de GMPc, e foi realizada a leitura em leitor de luminescência onde foram 
obtidos os valores de unidades relativas de luminescência (URL) para as respectivas 
concentrações de GMPc. 
 
 
Figura 28. Nível basal de GMPc. Os valores de GMPc (nM) representam a media ± 
D.P. de 4 experimentos independentes. 
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4.2 Modelo teórico de estudos 
4.2.1 Modelagem estrutural por homologia 
 
 O receptor AT1 foi modelado a partir do resíduo 17 e seguiu-se até o resíduo 
327, contemplando assim, as sete alfa-hélices transmembranares (TM-I – TM-VII) 
além da oitava alfa-hélice, as três alças intracelulares e as três alças extracelulares. 
Também estão incluídos nesse modelo os motivos estruturais em comum entre os 
dois receptores como: segunda ponte SS entre Cys18 e Cys274, hairpin na alça 
extracelular 2 (EC-2), além de contar com um sitio de ligação voltado para a porção 
extracelular do receptor e um inserção de aminoácidos localizada na EC-3.  
 A Figura 29 mostra o modelo ativado do receptor AT1, sua vista frontal (TM-VI 
e TM-VII vistos de frente com a TM-V à esquerda e TM-I à direita) é observada no 
painel A, uma visão por cima do receptor é exibido no painel B, o painel C e D 
mostram as vistas laterais do receptor esquerdo e direito respectivamente. A figura 
foi colorida em todos os painéis de acordo com as estruturas que destacamos 
conforme segue: azul para TM-I, TM-II, TM-III, TM-IV, TM-V, porção N-terminal, alça 
intracelular 1 (IC-1), IC-2, EC-1; ciano para TM-VI, TM-VII, hélice oito, IC-3 e EC-3; 
vermelho para EC-2 (onde está localizado o hairpin); laranja para as duas pontes 
SS; verde para os resíduos que podem contribuir na interação com o agonista; 
magenta a molécula de AngII. 
 A Figura 30 mostra o grafico Ramachandram referente ao receptor AT1, sendo 
que vale destacar que para esse modelo, 83,4% dos aminoácidos (236 de 283) 
(excluindo Gly e Pro) possuiam ângulos Phi e Psi em região favorável no gráfico. 
Admite-se como um bom modelo valores acima de 90%, porém tal índice pode melhr 
após a realização de uma minimização de energia seguida de uma dinâmica 
molecular onde pode-se encontrar uma estrutura melhor acomodada do que a 
gerada apenas com a modelagem por homologia. 
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Figura 29. Modelo estrutural do receptor AT1. O painel A mostra a vista frontal do 
receptor, o painel B a vista de cima do receptor, o painel C a vista lateral esquerda e painel 
D a vista lateral direita. O padrão de cores identifica as seguintes estruturas: azul para TM-I, 
TM-II, TM-III, TM-IV, TM-V, porção N-terminal, alça intracelular 1 (IC-1), IC-2, EC-1; ciano 
para TM-VI, TM-VII, hélice oito, IC-3 e EC-3; vermelho para EC-2 (onde está localizado o 
hairpin); laranja para as duas pontes SS; verde para os resíduos que podem contribuir na 
interação com o agonista; magenta a molécula de AngII. 
A 
B 
C 
D 
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Figura 30. Gráfico de Ramachandram do modelo do receptor AT1. O gráfico 
mostra os ângulos Psi e Phi de todos os aminoácidos (exceto Gly e Pro), 
destacando as posições mais favoráveis sendo que: vermelho representa a região 
mais favorável, marrom região adicional permitida, amarelo uma região 
generosamente permitida e amarelo-claro região não permitida e distribui-se em 
83,4%; 12,4%; 2.5% e 1,8% respectivamente.  
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 O receptor AT2 foi modelado a partir do resíduo 34 e seguiu-se até o resíduo 
344, contemplando as mesmas estruturas já destacadas para o receptor AT1. 
 A Figura 31 mostra o modelo ativado do receptor AT2, sua vista frontal (TM-VI 
e TM-VII vistos de frente com a TM-V à esquerda e TM-I à direita) é observada no 
painel A, uma visão por cima do receptor é exibida no painel B, o painel C e D 
mostram as vistas laterais do receptor esquerdo e direito respectivamente. A figura 
foi colorida  seguindo os mesmos parâmetros do receptor AT1, já descritos 
anteriormente. 
 A Figura 32 mostra o grafico Ramachandram referente ao receptor AT2, sendo 
que vale destacar que para esse modelo, 82,9% dos aminoácidos (232 de 280) 
(excluindo Gly e Pro) possuiam ângulos Phi e Psi em região favorável no gráfico. 
Será aplicado também a minimização de energia seguida de dinâmica molecular 
para encontrar da mesma forma que para o AT1 a posição mais favorável das 
cadeias laterais do receptor. 
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Figura 31. Modelo estrutural do receptor AT2. O painel A mostra a vista frontal do 
receptor, o painel B a vista de cima do receptor, o painel C a vista lateral esquerda e 
painel D a vista lateral direita. O padrão de cores identifica as seguintes estruturas: 
azul para TM-I, TM-II, TM-III, TM-IV, TM-V, porção N-terminal, alça intracelular 1 (IC-
1), IC-2, EC-1; ciano para TM-VI, TM-VII, hélice oito, IC-3 e EC-3; vermelho para EC-
2 (onde está localizado o hairpin); laranja para as duas pontes SS; verde para os 
resíduos que podem contribuir na interação com o agonista; magenta a molécula de 
AngII. 
D 
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Figura 32. Gráfico de Ramachandram do modelo do receptor AT2. O gráfico 
mostra os ângulos Psi e Phi de todos os aminoácidos (exceto Gly e Pro), 
destacando as posições mais favoráveis sendo que: vermelho representa a região 
mais favorável, marrom região adicional permitida, amarelo uma região 
generosamente permitida e amarelo-claro região não permitida e distribui-se em 
82,9%; 11,8%; 2.9% e 2,5% respectivamente.  
 
  
65 
4.2.2 Dinâmica molecular 
Após a obtenção e análise dos modelos gerados, as estruturas foram 
submetidas à dinâmica molecular no sistema YASARA por cerca de 5 ns e foi 
escolhido um “snapshot” representativo de cada um dos receptores no fim da 
dinâmica, que foram submetidos ao mesmo teste de plot no gráfico Ramachandram. 
A Figura 33 e a Figura 34 respectivamente mostram os gráficos dos receptores AT1 
e AT2. 
Foi possível notar que a proporção de cadeias laterais estando em condições 
fora de padrão diminui bastante quando comparada aos modelos obtidos e testados 
anteriormente à dinâmica. A Tabela 9 mostra uma distribuição comparativa dos 
ângulos phi e psi de cada uma das estruturas antes e depois da dinâmica. 
 
 
 
Tabela 9. Distribuição das cadeias laterais dos modelos gerados a partir da 
estrutura do CXCR4 antes e após a dinâmica molecular. 
Receptor 
Antes Dinâmica Após Dinâmica 
Região Favorável 
Região não 
permitida 
Região Favorável 
Região não 
permitida 
AT1 83,4 1,8 87,6 0,4 
AT2 82,9 2,5 87,5 1,1 
 
Valores são expressos como porcentagem da localização das cadeias laterais 
calculado a partir do total de resíduos (exceto Gly e Pro) com base no banco de 
dados contendo diferentes tipos de proteínas com estrutura resolvida. 
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Figura 33. Gráfico de Ramachandram do modelo do receptor AT1 pós dinâmica. 
O gráfico mostra os ângulos Psi e Phi de todos os aminoácidos (exceto Gly e Pro), 
destacando as posições mais favoráveis sendo que: vermelho representa a região 
mais favorável, marrom região adicional permitida, amarelo uma região 
generosamente permitida e amarelo-claro região não permitida e distribui-se em 
87,6%; 11,0%; 1.1% e 0,4% respectivamente.  
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Figura 34. Gráfico de Ramachandram do modelo do receptor AT2 pós dinâmica. 
O gráfico mostra os ângulos Psi e Phi de todos os aminoácidos (exceto Gly e Pro), 
destacando as posições mais favoráveis sendo que: vermelho representa a região 
mais favorável, marrom região adicional permitida, amarelo uma região 
generosamente permitida e amarelo-claro região não permitida e distribui-se em 
87,5%; 10,0%; 1.4% e 1,1% respectivamente.  
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4.2.3 Mutações sítio-dirigidas 
 
A partir dos modelos gerados e após reação de dinâmica que demonstrou 
uma melhoria na acomodação das cadeias laterais dos resíduos contidos nos 
modelos, foi então efetuada a mutação dos receptores de forma semelhante à 
obtenção dos modelos, porém, usando como molde para modelagem dos receptores 
mutados o próprio receptor selvagem modelado a partir do CXCR4. 
Para avaliar o efeito que a mutação provocaria na estrutura desses receptores 
os modelos dos receptores mutados foram submetidos a uma reação de dinâmica 
molecular e para avaliar a acomodação das cadeias laterais, esses modelos foram 
submetidos ao teste de plot dos ângulos phi e psi no gráfico Ramachandram e o 
resultado está apresentado na Tabela 10.  
 
 
 
Tabela 10. Distribuição das cadeias laterais dos modelos dos receptores 
mutados, gerados a partir da estrutura do receptor selvagem modelado com o 
CXCR4, após reação de dinâmica. 
Mutante Favorável Adicional Favorável 
Generosamente 
permitida 
Não permitida 
AT1-C18S 85,5 12,7 1,1 0,7 
AT1-N111G 89,7 9,6 0,4 0,4 
AT2-C35S 86,8 11,1 2,1 0 
AT2-N127G 87,1 11,8 1,1 0 
 
Valores são expressos como porcentagem de localização das cadeias laterais 
calculado a partir do total de resíduos (exceto Gly e Pro) com base no banco de 
dados contendo diferentes tipos de proteínas com estrutura resolvida. 
 
 
Após a realização das mutações, os modelos foram então sobrepostos ao 
receptor selvagem para análise das modificações estruturais que a mutação simples 
causou sobre a estrutura do receptor. 
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A Figura 35 mostra o receptor AT1 selvagem sobreposto ao receptor 
carregando a mutação C18S, mutação essa que causa o rompimento da segunda 
ponte SS. Com o rompimento dessa ponte é possível notar que a porção N-terminal 
do receptor ficou completamente alterada, assim como, houve um deslocamento das 
hélices I VI e VII, mostrando que neste modelo a segunda ponte SS possui papel 
importante na estabilização da estrutura do receptor, corroborando com nossos 
resultados anteriores, onde já foi demonstrado que a ausência da segunda ponte 
altera a estrutura do receptor tornando-o ativado constitutivamente (Martin e cols., 
2010). 
Quanto a mutação N111G, o modelo gerado apresentou pequenas diferenças 
estruturais principalmente nas hélices II, III e IV. Sabe-se que essa mutação também 
provoca a ativação constitutiva, portanto seria interessante a comparação desse 
modelo com a mutação na Asn111 com o modelo do receptor AT1 em sua forma 
ativada. Esse estudo será realizado ainda em etapa futura ao longo do 
desenvolvimento deste projeto. A Figura 36 mostra a sobreposição desse mutante 
com o receptor selvagem com destaque para as hélices II, III e IV. 
De forma análoga ao receptor AT1, foram realizadas mutações nos resíduos 
conservados sobre o receptor AT2, para verificar se essas alterações provocariam 
mudanças semelhantes. 
A Figura 37 mostra o receptor AT2 sobreposto ao mutante C35S onde o efeito 
observado no AT1 foi também verificado, porém de forma mais atenuada tanto no 
afastamento do N-terminal quanto da hélices VII e VI. 
Na Figura 38 é apresentada a sobreposição do mutante N127G com o 
receptor selvagem, onde é possível notar uma discreta diferença no meio das 
hélices II e IV.  
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Figura 35. Modelo de sobreposição dos receptores AT1 selvagem e carregando 
a mutação C18S. O modelo mostra o receptor AT1 selvagem (azul) e o mutante 
C18S (verde) sobrepostos de modo a mostrar as diferenças estruturais que mutação 
provocou sobre a estrutura do receptor. Nota-se um grande afastamento do N-
Terminal Topo da figura e das hélices I, VI e VII logo abaixo do N-terminal.  
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Figura 36. Modelo de sobreposição dos receptores AT1 selvagem e carregando 
a mutação N111G. O modelo mostra o receptor AT1 selvagem (azul) e o mutante 
N111G (verde) sobrepostos de modo a mostrar as diferenças estruturais que a 
mutação provocou sobre a estrutura do receptor. Nota-se um ligeiro deslocamento 
das hélices II, III e IV atribuídos a mutação do resíduo Asn111.  
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Figura 37. Modelo de sobreposição dos receptores AT2 selvagem e carregando 
a mutação C35S. O modelo mostra o receptor AT2 selvagem (azul) e o mutante 
C35S (verde) sobrepostos de modo a mostrar as diferenças estruturais que mutação 
provocou sobre a estrutura do receptor. Nota-se um ligeiro deslocamento das hélices 
VI e VII e um afastamento do N-terminal (topo da figura).  
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Figura 38. Modelo de sobreposição dos receptores AT2 selvagem e carregando 
a mutação N127G. O modelo mostra o receptor AT2 selvagem (azul) e o mutante 
N127G (verde) sobrepostos de modo a mostrar as diferenças estruturais que a 
mutação provocou sobre a estrutura do receptor. Nota-se um discreto deslocamento 
no meio das hélices II e IV.  
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4.2.4 Receptor AT1 X Receptor AT2 
Para avaliar as possíveis interações entre os diferentes resíduos da AngII 
com os receptores AT1 e AT2, os resultados obtidos a partir das dinâmicas 
moleculares foram utilizados para a construção de uma imagem onde a estrutura 
média do receptor AT1 foi gerada a partir das análises da dinâmica e foi sobreposta 
à estrutura da AngII obtidas a partir de snapshots dos 3,75 ns finais da reação 
(Figura 39) e da mesma forma, para o receptor AT2 (Figura 40). Nota-se que a 
molécula de AngII parece ter uma maior amplitude de variações das cadeias laterais 
aromáticas nos resíduos Tyr4 e Phe8 no receptor AT1, enquanto no receptor AT2 
essas mesmas estruturas parecem estar melhor acomodadas.  
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Figura 39. Dinâmica da AngII ligada ao sítio de ligação do receptor AT1. 
Sobreposição da estrutura média do receptor AT1 e dos últimos 3,75 ns da dinâmica 
da molécula de AngII. Os resíduos foram coloridos conforme cada aminoácido sendo 
adotado verde para Asp, vermelho Arg, amarelo Val, magenta Tyr, azul Ile, ciano 
His, laranja Pro e roxo Phe.  
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Figura 40. Dinâmica da AngII ligada ao sítio de ligação do receptor AT2. 
Sobreposição da estrutura média do receptor AT2 e dos últimos 3,75 ns da dinâmica 
da molécula de AngII. Os resíduos foram coloridos conforme cada aminoácido sendo 
adotado verde para Asp, vermelho Arg, amarelo Val, magenta Tyr, azul Ile, ciano 
His, laranja Pro e roxo Phe.  
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5. DISCUSSÃO 
Com base nos resultados obtidos, verificou-se que a interação entre a AngII e 
seus receptores AT1 e AT2 não apresentaram diferenças quanto ao método utilizado 
para a determinação das afinidades de ligação. Os resultados obtidos com a AngII 
marcada com o lantanídeo Eu3+ (Eu3+-N1-DTT-AngII) foram semelhantes aos obtidos 
através da técnica com radioligante, estando assim de acordo com o que já foi 
reportado no estudo do receptor de galanina (Liu e cols., 1998). 
O fato da presença do marcador fluorescente na extremidade N-terminal do 
ligante não atrapalhar a interação do mesmo com o receptor já era esperado, desde 
que modificações nessa extremidade da molécula usualmente não acarretam em 
perda de afinidade (Shimuta e cols., 1989). Porém a introdução do grupamento 9-
fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) apresentou uma ligeira redução da afinidade com 
uma queda sensível da potencia da AngII. Além disso no mesmo estudo foi 
verificado também que o ligante β-carboxil([Asp(OFm)1]-Ang II apresentou uma 
drástica redução da afinidade (Motta e cols., 2003). 
Vale ressaltar ainda que pequenas modificações na extremidade N-terminal 
da AngII como  a substituição do Asp na posição 1 por um aminoácido não natural 
sarcosina (glicina metilada), que não apresenta o grupamento amida carregado 
positivamente, causou um aumento na afinidade do agonista ao receptor, efeito esse 
atribuído à um possível interação bimodal da AngII que passa a ter então uma 
associação em fase única (Santos e cols., 2004, Oliveira e cols., 2007). 
Além disso, já foi reportado que a substituição do primeiro resíduo pelo TOAC 
(2,2,6,6-acido-tetrametil-piperidino-1-oxil-4-amino-4-carboxilico) causou uma 
redução de cerca de 2,5 vezes na afinidade sem afetar a atividade funcional do 
agonista (Santos e cols., 2008).  
Todas essas observações a cerca de modificações presentes no lado N-
terminal da molécula servem de base para sustentar a hipótese da existência de 
uma cavidade extracelular, que serviria de ponto de acomodação dessas estruturas 
adicionais, além de servir de apoio para uso dessa técnica nesses estudos. 
Nesse trabalho verificou-se ainda que o perfil de resposta de diferentes 
ligantes aos receptores AT1 e AT2 da AngII apresenta uma maior tolerância a 
modificações na posição 4 do agonista. Essas observações estão de acordo com 
estudos anteriores uma vez que se sabe que esses receptores apesar de 
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interagirem com o mesmo agonista, seus modos de ligação são diferentes, 
apresentando dessa forma pequenas mudanças no sítio de ligação. É interessante 
lembrar que enquanto o receptor AT1 possui grande afinidade pelo antagonista não 
peptídico losartan (Timmermans e cols., 1993), o receptor AT2 apresenta sua 
afinidade maior ao antagonista peptídico CGP42112 (Timmermans e cols., 1992). 
Miura e Karnik (1999) já relataram diferenças no perfil de interação da AngII 
entre os receptor AT1 e AT2 com diferentes análogos contendo substituições 
variadas. Foi observada uma maior tolerância do receptor AT2 nas trocas de 
aminoácidos, verificando-se que ocorre uma grande queda nos valores de afinidade 
principalmente nas mudanças das posições 4, 6 e 7 da molécula do peptídeo em 
relação ao AT1, enquanto mudanças efetuadas na posição 2 e 5 e na porção C-
terminal da AngII em testes com o receptor AT2 provocaram queda significativa na 
afinidade que também são observadas no receptor AT1. 
No mesmo estudo destacado anteriormente, foi feita uma avaliação específica 
dos resíduos aromáticos Tyr4 e Phe8, onde mais uma vez o receptor AT2 apresentou 
uma melhor tolerância às modificações propostas. Essas observações sugerem que 
apesar dos receptores compartilharem o mesmo ligante natural e possuírem uma 
conservação de cerca de 30% e uma conservação estrutural comum aos GPCR´s 
(Oliveira e cols., 2007), ambos possuem propriedades farmacofóricas 
completamente diferentes, uma vez que tanto o sítio de ligação distinto, bem como a 
atividade funcional apresenta vias de sinalização e efeitos farmacológicos diferentes. 
Os receptores AT1 e AT2 são muitas vezes relacionados a ativação de vias opostas 
de transdução de sinal com efeitos observados inversos um ao outro tanto em 
condições de tecidos embrionários quanto nos sistemas adultos (de Gasparo e cols., 
2000). 
Alguns autores vêm reportando algumas modificações no receptor AT2 
capazes de se reprogramar para ativar as vias de sinalização comum para o 
receptor AT1 . A introdução do loop intracelular IC3 do receptor AT1 em substituição a 
mesma região do receptor AT2, produziu um receptor quimérico capaz de ativar a via 
de sinalização da produção de IP3, região específica atribuída à capacidade de 
ligação a PLC (Pulakat e cols., 1998). De forma análoga Feng e cols., (1998) 
demonstraram que a substituição da hélice III pela região correspondente do 
receptor AT2 produziu um receptor quimérico com propriedades de ligação 
completamente diferentes às observadas para o receptor AT1 selvagem. Enquanto o 
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AT1 apresentava alta afinidade para losartan e baixa afinidade para os análogos da 
AngII com modificações na posição 4, o novo receptor quimérico praticamente foi 
incapaz de se ligar ao losartan, e as modificações na posição 4 da AngII 
apresentaram efeitos menos drásticos nesse receptor quando comparado ao 
selvagem. Notou-se ainda um aumento na atividade basal desse receptor indicando 
que a nova conformação desse receptor poderia induzir a uma ativação constitutiva 
independente da presença do agonista. Vale ressaltar que tal alteração não afetou a 
capacidade do receptor quimérico de aumentar a produção de IP3. 
  Para dar continuidade ao estudo sobre sítio de ligação dos receptores 
estudados, foram propostas mutações pontuais do receptor AT2, onde se verificou 
que as modificações C35S e N127G pouco afetaram o perfil de resposta aos 
ligantes estudados, enquanto no mutante D297A houve uma redução significativa na 
afinidade de ligação aos mesmos análogos. 
É interessante notar que foi reportado em estudos anteriores (do grupo de 
estudos) que o rompimento da segunda ponte SS no receptor AT1 (mutante C18S) 
provocou uma queda significativa na afinidade de ligação da AngII para com o 
receptor, redução de menor intensidade para o análogo [Sar1]-AngII e impedimento 
para o análogo [Lys2]-AngI (Martin e cols., 2009). Além disso, no mesmo estudo foi 
observado um impedimento na ligação do radioligante 125I-AngII ao mutante C18S.  
Em função desses resultados, foi sugerido que haveria uma participação da 
segunda ponte SS na estabilização da inserção de resíduos na EC-3 do receptor 
AT1 que manteria o sítio extracelular na conformação adequada para a interação 
com o agonista, o que não ocorreria para o caso do receptor AT2, onde a segunda 
ponte SS não desempenharia qualquer função.  
Em experimento de dinâmica molecular foi possível notar que o rompimento 
da referida ponte causou um afastamento das regiões N-terminal e loop extracelular 
3, que vai de encontro com que já foi reportado por Correa e cols., (2006) que 
propuseram que ocorreria na ausência da ponte SS uma separação das duas 
estruturas do receptor mudando  a forma de interação dos agonistas. Essa nova 
conformação  favoreceria  a interação do análogo [Sar1]-AngII uma vez que o 
mesmo interage com o receptor em apenas um estágio com a face N-terminal 
ligando-se exclusivamente à região do EC-3 enquanto a AngII realiza como um 
estagio inicial a ligação da cadeia lateral do Asp1 com a Arg23 alocada na região N-
terminal do receptor e em estágio secundário quando essa interação é desfeita, 
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permitindo a ligação exclusiva ao EC-3 (Santos e cols., 2004). Tal rompimento da 
ponte SS por sua vez, parece não ter causado deslocamento de igual intensidade no 
receptor AT2 o que vai de encontro com o que foi reportado por (Heerding e cols., 
2001). Esses autores sugeriram que o rompimento seletivo da segunda ponte não 
influenciaria a capacidade de ligação da AngII e dos diferentes ligantes estudados 
reforçando assim a hipótese de que a segunda ponte SS não desempenha um papel 
importante na estabilização da conformação fechada do receptor, como no caso do 
receptor AT2. 
 Além disso, foi atribuído um aumento na atividade basal do mutante do 
receptor AT1 com o rompimento da segunda ponte SS (Martin e cols., 2009 e Correa 
e cols., 2006), porém tal aumento não foi notado em nossos estudos envolvendo o 
receptor AT2, de acordo com a sugestão acima proposta sobre as diferenças nas 
conformações dos receptores AT1 e AT2.   
Outra mutação proposta para o receptor AT2 que também não surtiu efeito na 
capacidade de ligação do receptor mutado com os ligantes estudados em 
comparação ao receptor selvagem foi a mutação da N127G, já observada para o 
caso do receptor AT1, onde não se observou alteração no perfil de ligação (Feng e 
cols., 1998). Um dado interessante é que a mutação no receptor AT1 induziu uma 
melh na afinidade dos análogos com modificação na posição 4, que era reduzida no 
receptor selvagem. No caso da mutação N127G no receptor AT2, não foi observado 
queda de afinidade dos mesmos análogos testados anteriormente por Feng e cols., 
(1998) em comparação ao agonista selvagem, portanto na mutação proposta para o 
receptor AT2 não houve a melh na afinidade de ligação desses análogos, porém o 
análogo [Sar1Phe4]-AngII apresentou uma ligeira melh. Essas melh já foram 
reportadas por diversos autores em outros receptores com mutação homologa como 
o reportado por Groblewski e cols., (2001) e (Leeb-Lundberg e cols., 2001). 
Da mesma forma que para o mutante C35S, a mutação da asparargina da 
hélice III não apresentou aumento. Nossos resultados vão de encontro com a 
quimera do AT1 proposta por Feng e cols., (1998), onde o receptor AT1 contendo a 
hélice III do AT2 não apresentou aumento da atividade basal quando realizada 
mutação da Asn homóloga a do mutante. Por outro lado já foi observado em outros 
receptores que mutações homólogas a essa em outros receptores causaram um 
aumento da atividade basal como: Cys128 no receptor alfa-adrenérgico (Perez e 
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cols., 1996), Cys116 no receptor beta-adrenérgico (Zuscik e cols., 1998), Asn113 no 
B2R (Marie e cols., 2001). 
Os dados apresentados também vão de acordo com o que foi reportado por 
Knowle e cols., (2001), onde a mesma queda foi observada para diferentes ligantes 
do AT2, da mesma forma que o reportado para o receptor AT1 por Feng e cols., 
(1995). Esses resultados reforçam a importância da região negativamente carregada 
localizada próxima ao começo da hélice VII, região essa que desempenha papel 
fundamental na acomodação da região N-terminal predominantemente carregada 
positivamente para a AngII. Demonstrando que esse ponto de ancoragem estabiliza 
a região N-terminal no sítio extracelular sendo fundamental para a ligação porém 
sem envolver as questões de ativação do receptor (Oliveira e cols., 2007). 
Da mesma forma que os demais mutante do receptor AT2 estudados não foi 
possível verificar aumento na atividade basal, porém tal aumento também não foi 
encontrado em outros receptores carregando mutações homólogas como o caso do 
receptor AT1 (Feng e cols., 1995).  
Dos pontos de ancoragem importantes levantados nesse estudo e 
associando-se os dados obtidos através das reações de dinâmica molecular, é 
possível destacar então diferenças nas formas de interação do receptor AT1 do AT2. 
Enquanto o receptor AT1 parece possuir um sítio mais relaxado, o que o torna 
um pouco mais sensível às mudanças, o receptor AT2 parece possuir uma 
estruturação mais bem definida, fazendo com que as interações ocorram de forma 
mais distribuída o que possibilita que pequenas alterações na composição do ligante 
não afetem tanto as propriedades de ligação. 
Essa condição de maior especificidade do receptor AT1 pode ser justamente o 
contraponto da elevada expressão desse tipo de receptor, já que é altamente 
expresso em tecidos adultos, enquanto o receptor AT2 que apresenta menor 
especificidade à AngII é pouco presente nos tecidos adultos estando sua máxima 
expressão associada aos tecidos embrionários (de Gasparo e cols., 2000). 
A partir das observações nas diferentes acomodações das cadeias laterais 
aromáticas, foi construída uma representação gráfica onde as estruturas médias 
tanto do receptor quanto da AngII são mostradas. Alguns resíduos podem ser 
destacados como possíveis participantes no processo de ancoragem dessas 
cadeias laterais. A Figura 41, mostra essa sobreposição com ampliação do sítio de 
ligação para o receptor AT1 e a  
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Figura 42, para o receptor AT2. 
Para representar as diferentes formas de interação entre os dois tipos de 
receptores da AngII, foi realizada então uma sobreposição dos modelos médios 
desses receptores, adotando-se a cor azul para o receptor AT1 com seu agonista 
colorido em verde e a cor vermelha para o receptor AT2 com a molécula de AngII 
colorida em amarelo (Figura 43). 
Essas representações ilustram as diferentes propostas nesse estudo, 
apresentando as formas de ligação que a AngII pode exercer com cada um dos dois 
tipos de receptores estudados. 
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Figura 41. Detalhe do sítio de ligação do receptor AT1 ampliado. Sobreposição 
da estrutura média do receptor AT1 em cinza e da AngII em magenta, com resíduos 
em destaque na cor verde. 
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Figura 42. Detalhe do sítio de ligação do receptor AT2 ampliado. Sobreposição 
da estrutura média do receptor AT2 em cinza e da AngII em magenta, com resíduos 
em destaque na cor verde. 
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Figura 43. Sobreposição dos modelos dos receptores AT1 e AT2. O receptor AT1 
é representado em azul com a molécula de AngII associada na cor verde e o 
receptor AT2 representado em vermelho com a AngII em amarelo. 
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6. CONCLUSÃO 
 
A partir das observações estruturais obtidas sobre os receptores estudados, 
baseando-se em métodos práticos e teóricos envolvendo experimentações com 
mutações sítio-dirigidas, bem como, modelos computacionais, é possível concluir 
que o uso dessas tecnologias vem se mostrando importantes para um melhor 
entendimento das relações agonista-receptor, servindo de base para uma futura 
aplicação clínica no desenvolvimento de fármacos e no melhor entendimento de 
processos que causam prejuízos à saúde. 
Pontualmente conclui-se sobre os resultados obtidos: 
 
1. O receptor AT2 apresenta uma maior tolerância à modificações nas cadeias 
laterais, já que as modificações trouxeram poucos prejuízos às propriedades 
de ligação do receptor aos agonistas estudados; 
2. Para a posição 4, a aromaticidade e o tamanho do resíduo parecem ser 
importante para o receptor AT1, já para o AT2 os mesmos análogos não 
afetaram de forma tão drástica a afinidade de ligação . 
3. As posições 2 e 8 da AngII parecem desempenhar papeis importantes como 
pontos de ancoragem na estabilização da ligação do agonista tanto no 
receptor AT1, quanto no receptor AT2.  
4. O teste de ligação com o agonista marcado com o lantanídeo Eu3+ reforça a 
teoria da existência de uma cavidade no sítio extracelular que acomoda essa 
molécula sem prejuízo na sua interação. 
5. O método de análise de ligação estudado em substituição ao método clássico 
com radio-ligante mostrou-se adequado sendo uma boa alternativa a 
substituição dos radioisótopos. 
6. A atividade basal do receptor AT2 com as mutações não foi surpreendente 
uma vez que mutações como o rompimento da segunda ponte SS e da 
asparagina conservada localizada na hélice III apresentaram um aumento na 
atividade basal do receptor AT1 indicando uma possível ativação constitutiva 
que não foi observada para o receptor AT2 abordado nesse estudo, já que a 
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metodologia empregada não foi capaz de detectar os s mensageiros que a via 
de sinalização do receptor AT2 libera. 
7. O mutante C35S apresentou ligeira diferença no perfil de ligação aos 
análogos estudados mostrando que o rompimento dessa ponte causa pouco 
efeito na conformação estrutural do sítio de ligação do receptor AT2.  
8. A mutação N127G também parece afetar pouco a conformação estrutural do 
sítio de ligação do receptor AT2. 
9. Para o mutante D297A, a ausência da carga negativa no início da hélice VII 
diminuiu drasticamente a afinidade dos ligantes ao receptor mutado, 
mostrando um perfil mais prejudicado em relação ao reportado na literatura 
para o receptor AT1 em mutação homóloga. 
10. O modelo do receptor CXCR4 mostrou-se um bom molde para os receptores 
AT1 e AT2 já que possui os elementos estruturais em comum que não haviam 
em moldes anteriores como da rodopsina e beta-adrenérgico, podendo assim 
ser extrapolados para demais GPCR’s como os receptores de cininas.  
11. A simulação da dinâmica molecular serviu para melhor acomodar as cadeias 
laterais dos modelos já que houve uma diminuição de resíduos em posição 
não permitida;  
12. Destaca-se resíduos importantes na diferença do modo de interação do 
receptor AT1 e AT2 que podem estar envolvidos em uma maior aceitação de 
modificações no agonista, por parte do AT2. 
 
Pode-se concluir ainda que as metodologias empregadas, foram importantes 
no desenvolvimento e capacitação cientifica para a obtenção do título de doutor em 
ciências pleiteado, sendo uma etapa construtiva na carreira científica.  
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Abstract 
Angiotensin II (AngII) is the main agent of the renin-angiotensin system to regulate 
blood pressure and hydro-electrolytic homeostasis. Its physiological actions are 
mainly mediated by the type1 (AT1) and type2 (AT2) receptors that present almost 
always an opposite response in their signaling pathway. Several receptor-agonist 
interaction models have been proposed, and it is noteworthy that several AngII 
residues are involved in the peptide interaction, such as, Asp1, Arg2, Tyr4 and Phe4 
beyond the N and C terminal segments. As an initial step it was proposed to evaluate 
the possibility to replace the traditional radioactive binding method to a fluorimetric 
one. So it was tried to use a peptide labeled with the lanthanide Europium (Eu3+) as 
competitive agent in the binding experiments in comparison to the 3H-AngII radio-
ligand. For the following step, a practical study protocol was applied based on 
binding affinity data of AngII analogs towards AT1 and AT2 receptors. In addition it 
was proposed to obtain three site-directed mutagenesis on the AT2 receptor. These 
mutations would be due to: disruption of the second SS-bond between the N-terminal 
and EC3-Loop (C35S); the substitution of Asn127 to Gly at middle of helix III (N127G) 
and the replacement of Asp297 to Ala (D297A). Moreover, a theoretical study was 
included using receptors modeling built from the CXCR4 homology. From our 
experiments it was found that both radioactive and non-radioactive methods resulted 
in similar binding data, so that the fluorimetric method was chosen to be used in the 
affinity binding experimental procedures. It is noteworthy that in the practical study, 
the substitution of Tyr4 to Ile provoked a 100 times lower affinity, while the use of Phe 
caused almost no difference in the AT1 receptor binding. On the other hand, the 
substitution of Tyr4 for both Phe and Ile, in the AT2 receptor, change was observed. 
Our findings are in accordance with the literature data, since the Asn111 AT1 receptor 
residue has been considered to be a switch that control the change of a non-
activated state R, to an activated state R’, and this state is essential to the correct 
docking of the ligand. However the AT2 receptor seems to be on the R’ state in the 
absence of the ligand. Thus, AT2 receptor has a more flexible interaction site than 
AT1, ergo changes in AngII are more critical in the AT1 receptor binding. In the 
mutational experiments the both mutants, C35S and N127G, did not present changes 
in their affinity  profiles to the different ligands when compared with the wild type 
receptor. On the other hand, the mutation D297A induced a reduction in the  affinity 
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indicating that this residue is crucial in the N-terminal agonist binding with the EC-3 
receptor´s segment. The results obtained from the molecular dynamics  reinforce the 
idea that AT2 receptor presents a better accommodation of AngII molecule  when 
compared with AT1 receptor.  
 
Keywords: AT1 receptor, AT2 receptor, angiotensin II, structure-activity relationship, 
mutagenesis and binding. 
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